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RESUMO

A pesquisa objetivou: 1. Avaliar a ultraestrutura das sensilas das antenas de Alabama
argillacea (Hubner) (Lepidoptera: Erebidae); 2. Investigar a atividade deterrente dos 6leos
essenciais de Mentha spicata L., Litsea cubeba (Lour.) Pers., Melaleuca alternifolia Cheel e
Juniperus virginiana L. sobre a oviposicdo de A. argillacea; além de utilizar a técnica de
eletroantenografia para detectar os constituintes desses 6leos que sdo percebidos pelas fémeas e
testar a sua bioatividade; 3. Avaliar os efeitos desses dleos sobre os parametros bioldgicos e
reprodutivos de A. argillacea, e consequentes efeitos nas génadas de machos e fémeas. Foram
identificados sete tipos de sensilas nas antenas de A. argillacea, sendo estas: sensilas trichodea,
chaetica, auricillica, coeloconica, styloconica, basiconica e Bohm bristles. Sendo observada
diferencas nas sensilas de machos e fémeas em relacdo ao comprimento e didmetro basal e nas
regides distal e proximal. Apenas o 6leo de M. spicata mostrou atividade deterente a oviposicao a
A. argillacea. As analises eletroantenograficas revelaram que as fémeas de A. argillacea
responderam a trés compostos do 0leo essencial de M. spicata, sendo estes o limoneno, carvona e
E-cariofileno. Nos biotestes com os trés compostos, somente o limoneno provocou uma agéo

deterrente a oviposicao, indicando que a bioatividade apresentada pelo 6leo de M. spicata a A.



argillacea, pode se da pela acdo deste composto. Os 0leos apresentaram toxicidade por contato
topico em lagartas de terceiro instar de A. argillacea; provocarem uma redugéo no peso das lagartas
e pupas, na postura e viabilidade dos ovos. Alem de alterar a histoquimica dos testiculos, sendo que
M. alternifolia, J. virginiana e M. spicata afetaram a sua morfologia. Os ovariolos também tiveram
sua histoquimica alterada pelos 6leos de M. alternifolia, J. virginiana e L. cubeba. Conclui-se que

0s Oleos testados na presente pesquisa sao promissores para o controle de A. argillacea.

PALAVRAS-CHAVE: CG-EAD, curuqueré-do-algodao, gbnadas, inseticidas botanicos,

limoneno, sensilas.



INTERFERENCE OF ESSENTIAL OILS IN SENSORIAL, BIOLOGICAL AND
REPRODUCTIVE PARAMETERS OF Alabama argillacea (HUBNER) (LEPIDOPTERA:
EREBIDAE)
por
ANDREZO ADENILTON SANTOS
(Sob Orientacdo da Professsora Valéria Wanderley Teixeira — UFRPE)

ABSTRACT

The research aimed to: 1. Evaluate the ultrastructure of antenna sensilla of Alabama
argillacea (Hubner) (Lepidoptera: Erebidae); 2. Investigate the detergent activity of the essential
oils of Mentha spicata L., Litsea cubeba (Lour.) Pers., Melaleuca alternifolia Cheel and Juniperus
virginiana L. on the oviposition of A. argillacea; besides using the technique of
electroanthenographic to detect the constituents of these oils that are perceived by the females and
to test their bioactivity; 3. To evaluate the effects of these oils on the biological and reproductive
parameters of A. argillacea, and consequent effects on male and female gonads. Seven types of
sensilla were identified in the antennas of A. argillacea, being these: sensilla trichodea, chaetica,
auricillica, coeloconica, styloconica, basiconica and Bohm bristles. Differences were observed in
the sensilla of males and females in relation to the length and basal diameter and in the distal and
proximal regions. Only the oil of M. spicata showed detergent activity at oviposition to A.
argillacea. The electroanthenographic analysis revealed that the A. argillacea females responded
to three essential oil compounds of M. spicata, being limonene, carvone and E-caryophyllene. In
the biotestes with the three compounds, only the limonene caused a strong action on oviposition,

indicating that the bioactivity presented by the oil of M. spicata to A. argillacea can be due to the



action of this compound. The oils presented toxicity by topical contact in third instar larvae of A.
argillacea; to cause a reduction in the weight of caterpillars and pupae, in egg laying and viability.
In addition to altering the histochemistry of the testes, M. alternifolia, J. virginiana and M. spicata
affected their morphology. Ovarioles also had their histochemistry altered by the oils of M.
alternifolia, J. virginiana and L. cubeba. It is concluded that the oils tested in the present research

are promising for the control of A. argillacea.

KEY WORDS: GC-EAD, cotton leafworm, gonad, botanical insecticides, limonene,

sensilla.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

O algodao (Gossypium hirsutum L.) € uma cultura de importancia mundial, sendo cultivado
em mais de 60 paises (ABRAPA 2018). Esta cultura possui um autovalor comercial, pois a pluma
é considerada a principal matéria prima utilizada pela industria téxtil (Badigannavar 2010). A
demanda mundial de algoddo tem aumentado desde a década de 1950. Sendo que a producdo
mundial desta cultura foi estimada em 22,523 milhdes de toneladas, colhidos em uma area de 29,418
milhdes de hectares na safra 2016/2017 (ABRAPA 2018).

O Brasil é 0 quinto maior produtor e o quarto maior exportador de pluma de algoddo no
mundo, com uma area estimada em 1.143,4 mil hectares e uma producdo de 1.854,9 mil toneladas
de pluma na safra 2017/2018 (ABRAPA 2018, CONAB 2018). A producao brasileira de algodao
se concentra principalmente na regido Centro-Oeste, tendo o Estado do Mato Grosso como maior
produtor do pais, seguido da regido Nordeste, com o Estado da Bahia como segundo maior produtor
do pais. Juntos, estes Estados representam cerca de 88,9% da produc¢do nacional de algodédo (IBGE
2017).

Em relacgéo ao cultivo organico de algod&o, tem-se verificado um aumento da producdo nos
ultimos anos. Essa modalidade de cultivo, representa apenas 1% da produgdo mundial, que
correspondeu a cerca de 112,488 mil toneladas de pluma na safra 2016/2017. Esta producdo se
concentra principalmente em trés paises, india, China e Turquia que juntos, sdo responsaveis por
85% da producéo de algodao organico no mundo. O Brasil é responsavel por apenas 0,02% desta
producdo. E em termos nacionais, esse valor corresponde a 0,1% ou 22 toneladas de plumas

colhidas em uma &rea de 160 hectares na safra 2016/2017 (ABRAPA 2017).



Assim como em outras culturas, os produtores de algoddo tém enfrentado sérios problemas
fitossanitarios, principalmente em relacéo a pragas, limitado a producdo em algumas regides do
Brasil (Azambuja & Degrande 2014). O algodoeiro € hospedeiro de mais de 250 espécies de insetos,
ocorrendo diversas pragas-chaves que tem provocado grandes prejuizos a cultura (Miranda &
Suassuna 2004, Freire 2007). Dentre as pragas mais importantes do algodao, a Alabama argillacea
(HUbner) (Lepidoptera: Erebidae), tem se destacado como a principal lagarta desfolhadora desta
cultura, cujas perdas no Brasil variam de 21 a 35% da produtividade de pluma de algoddo (Ramalho
1994, Ramalho 2014).

A. argillacea é uma praga nativa da América do Sul e Central e ocorre em quase todas as
regides produtoras de algoddo, desde o Sul do Canada ao Norte da Argentina (Carvalho 1981). Os
adultos desse inseto sdo mariposas com cerca de 30 mm de envergadura, apresentando coloracao
marrom-avermelhada, com duas manchas circulares na parte central das asas anteriores. As fémeas
depositam seus ovos na face inferior das folhas, sendo que cada fémea pode chegar a colocar em
média 500 ovos dispostos separadamente (Santos 2001). Os ovos sao inicialmente de coloracao
azul-esverdeada de formato circular e achatados, com aproximadamente 0,6 mm de diametro.
Tornam-se verde-amarelados ou verde-escuro proximo a eclosao das lagartas (Medeiros et al. 2003,
Almeida et al. 2008).

As lagartas sdao do tipo “mede-palmo”, apresentam coloragdo variando entre o verde-
amarelado e o verde-escuro, com duas listras longitudinais no dorso e quatro pontos pretos na
maioria dos segmentos abdominais. Possuindo capsula cefélica de cor amarela com pontuacdes
pretas (Bleicher 1990). Em fungédo da densidade populacional e temperatura, as lagartas podem
apresentar variagOes na coloragéo, que vai desde o verde-claro a negro-aveludado (Johnson et al.

1985).



A fase larval apresenta cinco instares, sendo que nos dois primeiros apenas raspam o
parénquima da parte ventral das folhas do ponteiro, e nos trés ultimos, séo responsaveis pela maior
parte da desfolha, alimentando-se de toda a folha (Ramalho 1994, Leonard et al. 1999, Santos 2001,
Santos & Boica-Junior 2001). Segundo Johnsen (1984), o consumo médio das lagartas a 27,5 °C
foi de 117,95 cm? de area foliar durante os instares, sendo que 73% deste consumo se deu no ultimo
instar. A duracdo média das fases do ciclo biologico de A. argillacea pode variar em decorréncia
da temperatura. Sendo que a duracdo do periodo de incubacéo varia de 2 a 3 dias, a fase larval de
8,54 a 14,22 dias e o periodo de pupa de 6,09 a 8,40 dias nas temperaturas de 30 e 25 °C
respectivamente (Parra et al. 1984).

O controle de A. argillacea é feito principalmente com inseticidas sintéticos, pertencentes aos
grupos dos organofosforados, avermectinas, neonicotinoides, piretréides, benzoiluréias, entre
outros (AGROFIT 2018), mesmo sendo potencialmente prejudiciais para os seres humanos,
inimigos naturais e 0 meio ambiente (Omoto 2000, Martinelli et al. 2003). Para reduzir esses
problemas, 0 Manejo Integrado de Pragas (MIP) visa diminuir o uso de produtos quimicos nos
agroecossistemas, a partir de métodos que viabilizem a producdo do algodoeiro de uma maneira
sustentavel. Neste intuito, tem se buscado produtos que sejam eficientes, menos prejudiciais ao
ambiente e apresentam baixa toxicidade aos vertebrados; como os compostos resultantes do
metabolismo secundario das plantas (Vieira et al. 2004, Regnault-Roger et al. 2012, Madbouly et
al. 2015, Preedy 2015).

Os metabolitos secundarios sdo compostos quimicos que aparentemente, nao estdo
diretamente ligados ao crescimento e desenvolvimento da planta, mas séo essenciais para a sua
sobrevivéncia nos ecossistemas, conferindo protecéo, principalmente, contra a agao de patdégenos e
herbivoros (Taiz & Zeiger 2006, Dewick 2009). Estes metabolitos sdo abundantes no ambiente,

visto a diversidade de plantas catalogadas no mundo, estimada entre 350.000 a 550.000 espécies



(Simdes et al. 2002). Uma importante categoria de metabdlitos secundarios sao os 6leos essenciais,
cujos constituintes pertencem a dois grupos fitoquimicos, os terpenos e os fenilpropanoides. Os
terpenos sdo biossintetizados a partir das rotas metabdlicas do metileritritol fosfato e da rota do
acido mevalonico, enquanto que, os fenilpropanoides sdo biossintetizados a partir da rota do acido
chiguimico (Simdes & Spitza 2004, Taiz & Zeiger 2006, Bernards 2010). Estimativas sugerem que
cerca de 17.500 espécies de plantas aromaticas superiores produzem estes compostos, pertencendo
as mais diversas familias botanicas, incluindo Myrtaceae, Lauraceae, Piperaceae, Rutaceae,
Lamiaceae e Cupressaceae (Rodriguez et al. 1984, Jacobson 1989, Setzer et al. 1992, Rajendran &
Sriranjini 2008, Tripathi et al. 2009).

Estudos realizados por Jiang et al. (2009) mostraram que o 6leo essencial de Litsea cubeba
(Lour.) Pers. gquando administrado por contato topico, apresentou toxicidade para lagartas de
Trichoplusia ni Hubner na DLso (112,4 pg/larva). Ko et al. (2009) avaliando o 6leo essencial desta
mesma espécie, observaram efeitos repelentes e toxicidade por contato (DLso de 0,10 e 0,212
pL/larva) e fumigacdo (CLsp 92,46 e 549,57 pL/L) para adultos de Sitophilus zeamais Motschulsky
e Tribolium castaneum (Herbst), respectivamente. Pavela (2005) relatou também acdo toxica, por
contato topico (DLso de 0,092 plL/larva), do 6leo essencial de Mentha spicata L. em lagartas de
terceiro instar de Spopoptera littoralis (Boisduval). Ja& o 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
Cheel, também apresentou toxicidade por ingestdo (DLso de 0,269% do 6leo), fumigacdo (CLso de
2,239 pL 6leo/L de ar) e contato (CLsode 0,117 pL 6leo/ cm? de papel filtro tratado) sobre adultos
de Ceratitis capitata (Wiedemann) (Benelli et al. 2013). Amer & Mehlhorn (2006a) trabalhando
com o Oleo essencial de J. virginiana, obtiveram mortalidade de 100% para larvas de terceiro instar
de A. aegypti 12 horas apos a aplicacdo de 50 ppm do dleo.

Esta acdo repelente e toxica encontrada em diversos Oleos essenciais deve-se a sua

constituicdo quimica, na qual apresenta uma mistura complexa de compostos volateis, contendo



hidrocarbonetos terpénicos, aldeidos, alcoois, cetonas, éteres, fendis, entre outros (Simdes & Spitza
2004). Estes produtos sdo extraidos dos diversos 6rgdos da planta (raizes, rizomas, flores, frutos,
folhas, sementes, casca e caules) a partir de diferentes métodos, como hidrodestilacéo e destilacdo
por arraste de vapor (Reganult-Roger et al. 2012); sendo a analise dos constituintes dos 6leos
essenciais feita a partir de técnicas de cromatografia gasosa (CG) e cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM), que quantifica e identifica a mistura dos componentes
(Brochini & Lago 2007, Adams 2009, Rubiolo et al. 2010).

A identificacdo dos constituintes presentes em um 6leo essencial € de extrema importancia;
ja que as condi¢cdes ambientais, como ritmo circadiano, temperatura, disponibilidade hidrica,
radiacdo ultravioleta, nutrientes, altitude, danos por ataques de patdgenos e outros, podem mudar a
taxa de producdo dos metabdlitos secundarios e a sua constituicdo (Gobbo-Neto & Lopes 2007).
Além disso, a identificacdo dos constituintes pode auxiliar no entendimento de possiveis respostas
sobre a acdo de um Oleo essencial na fisiologia do inseto. JA que os diferentes componentes
presentes nos Oleos essenciais podem atuar em locais e de formas distintas no corpo desses
organismos (Isman 2000, Rattan 2010, Regnault-Roger et al. 2012, Cruz et al. 2017).

Fumigacdo, ingestdo e contato sdo os diferentes modos de acdo dos Gleos e resultam em
mortalidade, repeléncia, inibicdo da oviposicdo, reducdes no desenvolvimento larval, fecundidade
e fertilidade dos insetos (Martinez & Van Emden 2001, Ko et al. 2009, Cruz et al. 2014); por atuar
no sistema nervoso, interferindo na transmissdo normal dos impulsos nervosos; no sistema
neuroendocrino, interferindo no processo de ecdise; no metabolismo respiratério, atuando na sintese
de ATP e no sistema reprodutivo, interferindo nos processos de espermatogénese e oogénese
(Menezes 2005, Rajendran & Sriranjini 2008, Alves et al. 2014, Cruz et al. 2015).

No caso do sistema reprodutivo dos insetos, alteracfes nas gonadas, podem reduzir a postura

e a viabilidade dos ovos, e consequentemente, interferir no crescimento populacional de uma praga



(Alves et. al. 2014, Cruz et al. 2015). O aparelho reprodutor feminino consiste em um par de
ovarios, formados por ovariolos unidos por um filamento terminal na extremidade superior, ligando
o0 aparelho reprodutor ao corpo do inseto. Enquanto que, na extremidade inferior, os pedicelos dos
ovariolos se unem ao oviduto lateral, e este, se liga ao oviduto comum que se abre na camara genital,
denominada vagina, sendo ligada ao exterior pela vulva (Chapman 1998). Nos ovariolos ocorre o
processo de oogénese, producdo do dvulo maduro, apto para a fecundacao (Buning 1994).

Ja o aparelho reprodutor masculino dos insetos € constituido, geralmente, por um par de
testiculos, que se ligam aos vasos deferentes a partir dos vasos eferentes. Uma porcdo do ducto
deferente dilate-se formado uma vesicula seminal que se liga ao ducto ejaculador (Klowden 2007).
Em cada testiculo encontram-se os foliculos testiculares, onde ocorre a espermatogénese, que é o
processo de formacdo dos espermatozoides. Os foliculos testiculares sdo formados por quatro
regibes distintas: o germario, constituido por células germinativas primordiais; zona de
crescimento, localizada ap6s o0 germario com numerosos cistos de espermatogonias; zona de divisao
e reducdo, constituida por espermatécitos primarios e secundarios e a zona de transformacéo onde
se encontram espermatides em diferentes estagios de desenvolvimento e espermatozéides
agrupados em feixes (Vargas 2007).

Muitos estudos tém demonstrado que os 6leos essenciais ocasionam diversos efeitos no
sistema reprodutivo dos insetos, alterando a morfologia e histoquimica das génadas de machos e
fémeas, com consequentes efeitos na oviposicdo. Alves et al. (2014), mostraram que o 6leo
essencial de pimenta longa (Piper hispidinervum C. DC.) afetou de forma negativa a
espermatogénese, bem como, provocou alteracdes na histoquimica dos ovariolos de Spodoptera
frugiperda (JE Smith). Cruz et al. (2015) relataram alteragdes na histologia e histoquimica das
gbnadas de S. frugiperda, resultando na reducéo da oviposicdo quando utilizado o 6leo essencial de

cravo da India [Syzygium aromaticum (L.) Merr. & Perry]. A reducdo da oviposi¢do de S.



frugiperda, também foi observada para os 6leos essenciais de Eucalyptus staigeriana F., Ocimum
gratissimum L., e Foeniculum vulgare Mill (Cruz et al. 2016).

Os oleos essenciais também podem apresentar efeitos no comportamento dos insetos,
podendo causar repeléncia para algumas espécies (Amer & Mehlhorn 2006b, Zapata et al. 2010,
Nerio et al. 2014, Zhang et al. 2017). Estes organismos possuem um eficiente mecanismo de
percepcdo e identificacdo, respondendo de maneira seletiva aos diferentes odores presentes no
ambiente. As antenas dos insetos sdo Orgaos especializados na captacdo de estimulos olfativos e
mecanicos, por possuirem receptores denominados de sensilas, que sdo responsaveis por captar 0s
estimulos e direciona-los ao sistema nervoso central, no qual, incita e controla os comportamentos
apropriados, tais como movimentacdo, alimentacdo, acasalamento e postura do inseto (Gullan &
Cranston 2012, Marques 2012).

As sensilas sdo estruturas basicas de percepc¢do, formadas por neurénios, células tecogénica,
tricogénica, tormogeénica e estruturas cuticulares (Keil 1997) e variam morfologicamente, sendo
classificadas como trichodea, chaetica, coeloconica, basiconica, Bohm bristles, auricillica,
styloconica, ampullacea, placodea, squamiformia, campaniformia, e sensila scolopalia (Schneider
1964). Cada tipo de sensila pode ser responsavel por uma ou mais funcBes, sejam
mecanorreceptoras, quimiorreceptoras, higrorreceptoras, termorreceptoras cuticulares e receptoras
de CO2 (Chapman 1998, Stange & Stowe 1999).

As sensilas quimiorreceptoras possuem poros na cuticula que permitem a entrada de
moléculas de odores para o seu interior. Essas moléculas quando atingem a linfa sensilar, ligam-se
a proteinas especificas presentes nesta linfa, denominadas de OBPs (Odor Binding Proteins). As
OBPs transportam as moléculas de odores até os seus receptores, presentes na membrana dos
dendritos, evitando assim que estas moléculas sejam degradadas antes de atingir seu sitio de ligacao

(Moraes et al. 2008, Li et al. 2016). Ao se ligar ao seu receptor, ocorre uma despolarizagcdo da



membrana neural, gerando um impulso nervoso. Esse impulso pode ser percebido através de um
detector eletroantenografico (EAD), que mede a resposta total das células receptoras da antena do
inseto, aos estimulos particulares. Os registros podem ser feitos utilizando-se tanto a antena
extirpada quanto ligada a uma cabeca isolada ou ao inseto inteiro (Gullan & Cranston 2012, Cribb
& Merritt 2013).

No EAD a extremidade da antena do inseto € ligada a eletrodos que medem a diferenca de
tensdo gerada pelo movimento de ions através da membrana neuronal. Cada célula receptora de
odores na antena funciona como um conjunto de resisténcia e uma fonte de tensdo. Quando a antena
é colocada entre os dois eletrodos e a substancia quimica € liberada, ocorre uma despolarizacéo da
membrana neural e a tensdo entre os dois eletrodos é alterada. O sinal é amplificado e enviado
através de uma placa conversora analdgica/digital para o computador. Quando o EAD é acoplado a
um cromatdgrafo gasoso (CG-EAD) é possivel detectar através das fracGes e solucdes da amostra,
0S componentes responsaveis pela resposta na antena do inseto (Moraes et al. 2008). Neste caso, a
amostra injetada ird percorrer toda a coluna para que ocorra a separacdo dos componentes da
mistura. Ao final da corrida, o fluxo da coluna é dividido em duas partes: uma é conduzida ao
detector de ionizacdo de chama (FID) e, consequentemente, 0 cromatograma é tracado, e a outra
parte vai para 0 EAD, onde a resposta da antena do inseto € amplificada e registrada, gerando um
eletroantenograma. Em decorréncia de ambos serem simultaneos, é possivel saber se 0 composto
registrado é bioativo ou ndo (Zarbin et al. 1999).

A eletroantenografia tem possibilitado a descoberta de varios feroménios de insetos. Assim
como, tem auxiliado nas pesquisas que envolvem as respostas desses organismos aos constituintes
dos Oleos essenciais; como os resultados apresentados por Campbell et al. (2011), nos quais
mostraram que as antenas de A. aegypti responderam a 42 componentes de 0leos essenciais, sendo

alguns destes ja relatados como repentes a insetos. Silva et al. (2015) trabalhando com esta mesma



espeécie de inseto, mostraram através das analises de eletroantenografia e de testes comportamentais
que a deterréncia a oviposi¢do ocasionada pelo 6leo de Commiphora leptophloeos a A. aegypti esta
relacionado com a presenca dos compostos (E)-cariofileno e a-humuleno em sua constituicéo.

Plantas com significativo efeito repelente tem sido apontada como uma forma muito eficiente
de evitar a infestacdo de pragas em areas agricolas; reduzindo a postura e injarias, e
consequentemente, as perdas na produtividade, com beneficios econdémicos para os agricultores
(Andrade et al. 2013). Neste caso, a identificacdo dos compostos bioativos em 6leos essenciais pode
ser de grande valia para obtencéo de produtos com esse tipo de acgéo.

Trabalhos envolvendo o uso de 6leos essenciais no controle de A. argillacea sdo escassos,
necessitando, portanto, explorar o potencial que estes produtos podem apresentar para 0 Seu
controle. Assim, o presente trabalho teve os seguintes objetivos: Avaliar a ultraestrutura das sensilas
das antenas de A. argillacea; 2. Investigar a atividade deterrente dos 6leos essenciais de M. spicata,
L. cubeba, M. alternifolia e J. virginiana sobre a oviposicdo de A. argillacea; além de utilizar a
técnica de eletroantenografia para detectar os constituintes desses 6leos que sdo percebidos pelas
fémeas e testar a sua bioatividade; 3. Avaliar os efeitos desses 6leos sobre 0s pardmetros bioldgicos

e reprodutivos de A. argillacea, e consequentes efeitos nas gonadas de machos e fémeas.
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RESUMO - Os insetos possuem diversos tipos de sensilas e a sua identificagdo tem sido
fundamental, para uma maior compreensdo de como 0s mecanismos de percepc¢ao funcionam nas
diferentes espécies. Neste intuito, o presente trabalho buscou descrever a ultraestrutura das
sensilas presentes nas antenas, bem como, possiveis variacdes entre os sexos de Alabama
argillacea (Huebner) (Lepidoptera: Noctuidae), uma importante praga da cultura do algodoeiro
(Gossypium hirsutum L.), nativa da América do Sul e Central. Para isso, analisou-se as antenas de
machos e fémeas de A. argillacea através de microscopia eletrénica de varredura. A morfometria
das sensilas foi feita a partir das micrografias, medindo o comprimento, didmetro basal e apical
das sensilas, utilizando o programa ImageJ. Foram identificados sete tipos de sensilas nas antenas
de A. argillacea, sendo estas: sensilas trichodea, chaetica, auricillica, coeloconica, styloconica,
basiconica e Bohm bristles. Foi observado diferenca nas sensilas de machos e fémeas em relagéo
ao comprimento e diametro basal e nas regides distal e proximal. Isto sugere que a funcionalidade
dessas sensilas pode variar ndo apenas de uma espécie para outra, mas dentro da mesma espécie
quando comparada entre macho e fémea. Assim, estudos de microscopia eletronica de transmisséo
e eletrofisiologia das sensilas, podem fornecer maiores detalhes das sensilas e suas

funcionalidades em A. argillacea.

PALAVRAS-CHAVE: Antena, curuqueré-do-algodoeiro, morfometria, microscopia eletrénica de

varredura

17



ULTRASTRUCTURE OF THE ANTENNAL SENSILLA OF Alabama argillacea (HUBNER)

(LEPIDOPTERA: EREBIDAE)

ABSTRACT - Insects have several types of sensilla, the characterization of which has been
fundamental to understanding the mechanisms of sensory perception in different species. This study
aimed to describe the ultrastructure of the sensilla present on the antennae of Alabama argillacea
(Hubner, 1823) (Lepidoptera: Erebidae), an important pest of cotton (Gossypium hirsutum L.)
crops, as well as their possible variation between sexes. To do this, the antennae of males and
females of A. argillacea were analyzed using scanning electron microscopy. Sensilla morphometry
was assessed using photomicrographs, from which the lengths and basal and apical diameters of
sensilla were measured using the ImageJ program. Seven types of sensilla were identified on the
antennae of A. argillacea: sensilla trichodea, sensilla chaetica, sensilla auricillica, sensilla
coeloconica, sensilla styloconica, sensilla basiconica, and Bohm bristles. Differences between the
sensilla of males and females were found in their lengths and basal diameter in the distal and
proximal regions. This suggests that sensilla functionality may not only vary from one species to
another, but also between sexes within the same species. Thus, further transmission electron
microscopy and sensilla electrophysiology studies may provide more detailed information on the

sensilla of A. argillacea and their functions.

KEY WORDS: Antenna; cotton leafworm; morphometry; scanning electron microscopy.
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Introducéo

Ao longo da histdria evolutiva, os insetos desenvolveram uma grande capacidade de
percepcdo do ambiente, apresentando uma alta sensibilidade a variacbes climaticas, estimulos
mecanicos e quimicos. O sucesso dessa adaptacdo esta relacionado a estruturas sensoriais presentes
no seu corpo, denominadas sensilas (Altner et al. 1983, Cossé et al. 1998, Krishnan 2012, Wee et
al. 2016). As sensilas sdo estruturas basicas de percepcdo, formadas por neurénios, células
tecogénica, tricogénica, tomogénica e estruturas cuticulares (Keil 1997). Sendo esta ultima, a
principal base para classificacdo dos diversos tipos de sensilas presentes nos insetos (Zacharuk
1980).

As sensilas variam morfologicamente, sendo classificadas como trichodea, chaetica,
coeloconica, basiconca, Bohm bristles, auricillica, styloconica entre outras (Schneider 1964). Cada
tipo de sensila pode ser responsavel por uma ou mais funcdes, seja mecanorreceptoras,
quimiorreceptoras, higrorreceptoras, termorreceptoras e receptoras de CO, (Chapman 1998, Stange
& Stowe 1999). Elas funcionam como uma interface entre 0 meio externo e interno dos insetos,
captando os diferentes estimulos do ambiente, e direcionando-os para o sistema nervoso central,
desencadeando respostas comportamentais especificas, tais como: selecdo de um hospedeiro para
alimentacdo e oviposicao, através da captacdo de volateis de plantas ou ir de encontro ao parceiro
para a realizacdo da copula, mediante percepcao do feroménio sexual (Schneider, 1964, Cossé et
al. 1998, Smith 2007, Park et al. 2013, Wee et al. 2016).

Os tipos de sensilas presentes em uma antena podem variar de uma especie para outra, bem
como pode ocorrer uma diferenciagdo dentro da espécie, apresentando um dimorfismo sexual
(Castrejon-Gomez et al. 1999, Sukontason et al. 2007, Ravaiano et al. 2014, Ren et al. 2014). Além

disso, 0 numero de sensilas podem variar em decorréncia de pressdo de selecdo, sendo que o
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tamanho, sexo e os habitos alimentares dos insetos sdo de importancia consideravel nessa variagdo
(Chapman 1982).

Diversos estudos tém sido realizados para compreender melhor, como os insetos percebem o
ambiente e, qual a funcdo que cada tipo de sensila exerce nesta percepcdo. Neste caso, a
caracterizacdo morfologica e fisiologica destas sensilas, tem sido fundamental nessa busca. Como
ja vem sendo feito para algumas espécies da Ordem Diptera (Hempolchom et al. 2017, Pezzi et al.
2018), Hymenoptera (Zhang et al. 2015, Zhou et al. 2015) e Coleoptera (Ren et al. 2014, Vera &
Bergmann 2018). Assim como para espécies de Lepidopteros consideradas importantes pragas
agricolas como Plutella xylostella L. (Yan et al. 2017), Helicoverpa armigera (Hibner) (Diongue
et al. 2013) e Spodoptera littoralis (Boisduval) (Seada 2015). Essa caracterizacao das sensilas, pode
ajudar a compreender futuros estudos, envolvendo as respostas fisioldgicas relacionadas a
compostos quimicos de plantas, com efeitos repelente, atrativo, entre outras funcées. Assim como,
compreender as respostas relacionada a deteccdo de feroménios sexuais.

Neste contexto, o presente trabalho buscou avaliar a ultraestrutura das sensilas das antenas de
Alabama argillacea (Hubner) (Lepidoptera: Erebidae), uma importante praga da cultura do
algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), considerada a principal lagarta desfolhadora desta cultura,
cujas perdas no Brasil variam de 21 a 35% da produtividade de pluma de algoddo (Ramalho 1994,
Miranda e Oliveira 2006, Ramalho 2014). Para isso, analisou-se as antenas de machos e fémeas de
A. argillacea através de microscopia eletrénica de varredura (MEV); como forma de descrever as

sensilas presentes nas antenas, bem como, possiveis variagcdes entre 0s Sexos.

Material e Métodos
A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Fisiologia de Insetos do Departamento de

Morfologia e Fisiologia Animal/DMFA, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
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e no Laboratdrio de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco (LIKA-
UFPE).

Criacéo de Alabama argillacea. Os insetos foram obtidos da criacdo estoque do Laboratorio de
Fisiologia de Insetos. Estes foram mantidos a temperatura de 25,2 + 1,4 °C, umidade relativa de 67
+ 0,7 % e fotofase de 12 h. As lagartas foram alimentadas diariamente com folhas de algodao
cultivar BRS safira. Os adultos mantidos em gaiola de PVC, com dimens@es de 15 cm de didmetro
por 20 cm de comprimento, revestidas internamente com papel sulfite, como substrato para
oviposicdo. A alimentacdo dos adultos foi feita com solucdo de mel a 10 % e uma mistura de
levedura e mel na proporc¢éo de 1:1.

Analises em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Antenas de cinco machos e cinco
fémeas com 48 horas de idade foram pré-fixados em tampao Karnovsky (G.A. 2,5%, PFA 4%).
Posteriormente foram realizadas trés lavagens, em tampé&o cacodilato 0,1 M, pH 7,4, durante 10
mim cada. Em seguida pos-fixados em 1% de tetroxido de 6smio (OsOa) por uma hora, na auséncia
de luz. Os proximos passos incluiram, uma lavagem em tampao cacodilato 0,1M, pH 7,4 e duas
lavagens em agua destilada, durante 10 mim cada. As amostras foram entdo submetidas a triplas
desidratacfes em séries crescentes de etanol (30, 50, 70, 90 e 100) por 15 minutos cada e submetidas
a secagem pelo método do ponto critico, usando CO- liquido. Posteriormente montadas em stubs,
metalizadas com ouro coloidal durante um minuto e analisadas ao microscépio JEOL-5600LV.

As terminologias utilizadas para classificacdo das sensilas de A. argillacea foram baseadas
em Schneider (1964), Chang et al. (2015) e Seada (2015). Analisou-se as sensilas da regido
proximal, considerando do 10° ao 152 antendmero a partir da base da antena, e da regido distal,
considerando 10° ao 15° a partir da extremidade apical da antena.

Estatistica. Foram mensurados o comprimento e o didmetro basal e apical das sensilas das antenas

de A. argillacea, a partir das micrografias obtidas pelo MEV, utilizando o programa ImageJ. As
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diferencas de tamanho das sensilas entre machos e fémeas e entre as regides proximais e distais de

cada sexo foram submetidas ao teste t de Student, utilizando o programa SAS (SAS Institute 2002).

Resultados
De acordo com a morfologia, foram identificados sete tipos de sensilas nas antenas dos
machos e fémeas de A. argillacea, sendo estas: trichodea, chaetica, auricillica, caeloconica,
styloconica, basiconica e Bohm bristles.
Descricdo Morfologica e Morfométrica das Sensilas das Antenas de Alabama argillacea
A sensila trichodea (s. trichodea) foi visivelmente mais abundante nas antenas de A.
argillacea, do que os outros tipos de sensilas (Fig. 1A). Apresentando distribuicdo na regido lateral
e ventral das antenas. Esta sensila possui formato de pélo, com cuticula apresentando anelamento
em quase toda a sua extensdo (Fig. 1B). Pelas suas caracteristicas externas, a s. trichodea foi
subdividida em trés tipos: I, Il e Il (Fig. 1C). A s. trichodea tipo I forma um “S” perpendicular a
antena, concentrando-se principalmente na regido ventral (Fig. 1D). A tipo Il apresentando uma
curvatura, assemelhando-se a um “C” (Fig. 1E). Enquanto que o tipo Il pode ou nédo ser
ligeiramente curvada, estando disposta, geralmente, paralela a antena (Fig. 1F). O tipo Il e Il
ocorreram tanto na regido lateral como na regido ventral da antena.

A sensila chaetica (s. chaetica) possui o formato de pélo longo (Figs. 2A-D), com sulcos
longitudinais na parede cuticular (Fig. 2E), surgindo de uma base em forma de anel. Foram
observadas um total de seis s. chaeticas por antendmero, duas dorsais, duas laterais e duas ventrais,
exceto no ultimo antendmero que possui um maior numero (Fig. 2F).

A sensila coeloconica (s. coeloconica) possui um formato de “pogo”; apresentando uma
estrutura coniforme no centro, que possui ranhuras na cuticula. Esta sensila é rodeada por cerca 10

a 12 espinhos voltados para o interior da sensila (Figs. 3A-B).
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A sensila auricillica (s. auricillica) possui um formato de “orelha de coelho”. A superficie
cuticular apresenta uma concavidade rasa, com pequenos sulcos longitudinais na cuticula (Figura
3C). Esta sensila apresentou uma variacdo morfolégica em relacdo as bordas laterais serem ou nédo
mais voltadas para dentro da sensila (Figs. 3C-D). A sensila styloconica (s. styloconica) se localiza
na regido ventral das antenas, na extremidade distal dos antenémeros. Sendo observado uma Unica
sensila por seguimento. Esta sensila apresenta parede cuticular ornamentada, com o topo da sensila
lisa contendo duas estruturas coniformes (Figs. 3E-F).

A sensila basiconica (s. basiconica) possui um formado de estaca, cuja parede cuticular
apresenta estrias semelhantes a “espinha de peixe”. Esta sensila se afila da base para o apice, sendo
que a extremidade apical apresenta formato triangular (Figs. 4A-D). A s. basicdnica foi subdividida
em dois tipos: | e 11, baseando-se no seu tamanho. A s. basiconica tipo | (Figs. 4A-B), é mais longa
do que o tipo Il (Figs. 4C-D), sendo que esta Gltima, além de ser menor, pode ou ndo ser curvada na
base.

As sensila Bohm bristles (s. Béhm bristles) esta presente no pedicelo e escapo das antenas,
préximo as articulacdes que unem a cabega ao escapo e 0 escapo ao pedicelo. Esta sensila possui
formato de cone, com parede cuticular lisa (Figs. 4E-F).

As analises morfométricas mostraram que o comprimento e didmetro basal da s. trichodea
tipo I, foi significativamente maior em machos do que em fémeas. Os machos também possuem um
maior comprimento da s. trichodea tipo 1. Entretanto, as fémeas apresentaram maior comprimento
para as. auricillica em relacdo aos machos. Nas s. styloconicas verificou-se diferengas no diametro
basal, sendo maior nos machos em relagdo as fémeas. As outras sensilas ndo apresentaram
diferengas entre machos e fémeas (Tabela 1).

Em relacéo a regido proximal e distal das antenas; nos machos s6 foram observadas diferencas

no comprimento da sensila chaetica lateral e ventral e no didmetro basal da s. basiconica tipo |

23



(Tabela 2). Nas fémeas apenas a sensila chaetica lateral e ventral mostraram diferencgas em relagéo
a comprimento. No que se refere ao diametro apenas as sensilas chaetica ventral e trichodea |

apresentaram diferencas na base da sensila (Tabela 3).

Discusséo

Os insetos se orientam principalmente através de estimulos quimicas presentes no ambiente.
Localizando fontes de alimentos e sitios de oviposicdo, atrds de volateis emitidos por seus
hospedeiros ou indo de encontro a seus parceiros para realizacdo da copula, mediante a percepc¢éo
de feromonio sexual (Schneider 1964, Cossé et al. 1998, Smith 2007, Park et al. 2013, Wee et al.
2016). Esta percepcdo é feita através das sensilas quimiorreceptoras, que detectam essas moléculas
de odores, fazendo com que esses organismos localizem com precisdo seus alvos (Gullan &
Cranston 2012, Cribb & Merritt 2013).

Devido a sua grande importancia, as S. quimiorreceptoras estdo presentes, geralmente, em
maior nimero nas antenas dos insetos. Sendo relatado em algumas espécies de Lepiddpteros uma
predominancia da sensila trichodea (Zheng et al. 2014, Change et al. 2015, Seada 2015, Yang et al.
2017), como observado nas antenas de A. argillacea. Esta sensila desempenha um importante papel
na percepcdo dos volateis de plantas e feroménios sexuais (Wee et al. 2016, Binyameen et al. 2012);
gracas a presenca de poros em sua cuticula que permitem a entrada destas moléculas para a cavidade
sensilar, onde se ligam a seus receptores, desencadeando respostas especificas aos estimulos (Cossé
et al. 1998, Gullan & Cranston 2012, Cribb & Merritt 2013).

A s. trichodea apresenta variagdes morfoldgicas, podendo ser classificadas em varios
subtipos de acordo com caracteristicas externas como formato e tamanho (Chang et al. 2015, Seada
2015) e numero de células sensoriais (Hallberg et al. 1994). No caso das espécies de Lepidopteros

como Mythimna separata (Walker) (Chang et al. 2015), H. armigera (Diongue et al. 2013),

24



Catocala remissa Staudinger (Zeng at al. 2014) e Plodia interpunctella (Hubner) (Ndomo-Moualeu
et al. 2014), foram observados trés subtipos de s. trichodea, estando em conformidade com A.
argillacea. Ja nas especies Sitotroga cerealella Oliver (Ma et al. 2017), Copitarsia consueta
(Walker) (Castrejon-Gomez et al. 1999) e S. littoralis (Seada 2015) a s. trichodea foi subdividida
em dois subtipos. Enquanto que em Parnara guttata (Bremer & Grey), Parnara bada Moore,
Pelopidas Mathias Fabricius e Pelopidas agna Moore, a s. trchodea foi classificada apenas em um
SO tipo (Xianggun et al. 2014).

As variacdes morfoldgicas na s. trichodea tém demonstrado que os subtipos podem exercer
funcBes mais especificas na captacao de moléculas de odores. Alguns autores tém sugerido que a s.
trichodea tipo | (s. trichodea longa) esta relacionada com a percepc¢do do feromdnio sexual (Van
Der Pers & Den Otter 1978, Doezer et al. 2003, Binyameen et al. 2012). Além disso, este subtipo
de sensila esta presente em maior nimero nos machos de algumas espécies de Lepiddpteros, tais
como, M. separata (Chang et al. 2015) e S. cerealella (Ma et al. 2017). Ja em outras como C.
consueta (Castrejon-Gomez et al. 1999), P. interpunctella (Ndomo-Moualeu et al. 2014) e C.
remissa (Zheng at al. 2014) a s. trichodea tipo | esta presente somente nos machos.

No caso das fémeas que possuem a s. trichodea tipo I, alguns trabalhos tém mostrado que
estas podem responder ao feromoénio sexual emitidos por outras fémeas; desencadeando
comportamentos distintos, a depender da espécie, como agregando-se para aumentar as chances de
se acasalarem, repelindo outras fémeas ou estimulando a oviposicéo (Birch 1977, Palanaswamy &
Seabrook 1978, Saad & Scoot 1981). Entretanto para A. argillacea, ainda sdo desconhecidas a
funcionalidade deste subtipo de sensila. Porem, a diferenca observada no comprimento deste
subtipo de sensila entre machos e fémeas, pode reforcar a importancia da s. trichodea tipo | na
captacdo de feromodnio sexual emitidos por fémeas. Entretanto, sdo necessarios mais estudos

relacionados a eletrofisiologia da sensila para comprovar esta hipdtese. No caso das s. trichodea
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tipo Il e 1lI, ainda sdo poucas as informagdes mais especificas em relacdo a funcdo olfativa.
Possivelmente, estas sensilas possam estar envolvidas na percepc¢éo de volateis de plantas.

As sensilas quimiorreceptoras de contato desempenham um importante papel na aceitacao
ou ndo de substratos para alimentacéo e oviposi¢do. Uma importante sensila que desempenha esta
funcdo gustativa é a s. chaetica (Hallberg et al. 1994, Cribb & Merritt 2013, Seada 2015). Esta
sensila se diferencia da s. trichodea por apresentar sulcos longitudinais na cuticula e por possuir um
unico poro na extremidade apical. Enquanto que a s. trichodea apresenta anelamento na cuticula e
possui inimeros poros (Zheng et al. 2014, Chang et al. 2015). A distribuicdo da s. chaetica nas
antenas, segue um padréo em algumas espécies de Noctuidae como M. separata (Chang et al. 2015)
e S. littoralis (Seada 2015). Sendo relatado um total de seis sensilas por antenémero, e no ultimo
seguimento antenal um maior numero desta sensila, como observado em A. argillacea. Nesta
espécie as s. chaeticas laterais e ventrais da regido distal possuem um maior comprimento em
relacdo a regido distal, sugerindo que a regido distal seja mais ativa na captacdo de estimulos
gustativos, como sugerido por Seada (2015) para S. littoralis.

Outros tipos de sensila quimiorreceptoras como s. auricillica, s. coeloconica, s. styloconica
e s. basicdnica também foram encontradas nas antenas de A. argillacea. A s. auricillica apresentou
morfologia semelhante a S. littoralis (Seada 2015) e Calyptra thalictri (Borkhausen) (Hill et al.
2010). Em relacdo a sua funcionalidade, trabalhos realizados com Scoliopteryx libatrix L.
(Anderson et al. 2000) e S. littoralis (Binyameen et al. 2012) mostraram que este tipo de sensila
estd envolvida na percepcdo de volateis de plantas; enquanto que em Cydia pomonella
(Walsingham) (Ebbinghaus et al. 1997) e Eriocrania spp. (Larsson et al. 2002) a s. auricillica dos
machos respondeu a componentes de feromoénio sexual das fémeas.

A s. coeloconica em A. argillacea se mostrou semelhante a S. littoralis (Seada 2015), H.

armigera (Diongue et al. 2013), M. separata (Chang et al. 2015) e Pseudaletia unipuncta (Haw.)
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(Lavoie-Dornik & Mcneil 1987). Segundo Van der Pers (1981) a s. coeloconica esta envolvida na
percepcao de volateis de planta. Além disso, alguns trabalhos tém mostrado que a s. coeloconica
estd envolvida com funcGes higrorreceptoras e termorreceptoras nos insetos, detectando mudancas
de umidade e temperatura do ambiente, respectivamente (Altner et al. 1977, Altner et al. 1983).

A s. styloconica em A. argillacea, estar presente na regido ventral das antenas, na
extremidade distal de cada antenémero. Sendo este padrdo observado em P. unipuncta (Lavoie-
Dornik & Mcneil 1987) e S. littoralis (Seada 2015). Além da funcdo quimiorreceptora (Wall 1978,
Lavoie & McNeil 1987, Chang et al. 2015), tem-se sugerido que esta sensila esta envolvida na
funcdo termo-higroreceptora em Bombyx mori L. (Steinbrecht & Muller 1991).

A s. basiconica tipo | em A. argillacea, sdo bastante semelhantes as s. trichodea, porém
qguando aproximadas, é possivel diferencia-las pela parede da cuticula e pela extremidade apical
que é mais triangular na s. basiconica. A s. basiconica também foi relatada em espécies de Noctuidae
como C. consueta (Castrejon-Gomez et al. 1999), M. separata (Chang et al. 2015) e S. littoralis
(Seada 2015); sendo atribuida uma funcdo geralmente quimiorreceptora nos insetos (Chang et al.
2015).

Um tipo de sensila mecanorreceptora encontrada nas antenas de A. argillacea foi a s. Bohm
bristles. Esta sensila se restringe ao escapo e pedicelo das antenas, proximo as articulacdes desses
segmentos, ndo apresentando poros na cuticula (Chang et al. 2015). Sua funcdo pode estar
relacionada com a detecgé@o do posicionamento e 0s movimentos das antenas, desempenhando um
papel mecanorreceptor nos insetos (Schneider 1964, Merrivee et al. 2002, Krishnan et al. 2012).

Assim, podemos concluir que as antenas de A. argillacea possuem sete tipos de sensilas.
Morfometricamente verificou-se diferenca nas sensilas entre machos e fémeas com relagdo ao
comprimento e didametro basal e nas regides distal e proximal. Isto sugere que a funcionalidade

dessas sensilas pode variar ndo apenas de uma espécie para outra, mas dentro da mesma espécie
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quando comparada entre macho e fémea. Assim, estudos de microscopia eletronica de transmissao
e eletrofisioldgia das sensilas, podem fornecer maiores detalhes das sensilas e suas funcionalidades

em A. argillacea.
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Tabela 1. Tamanho médio (+ EP) (um) das sensilas da antena de Alabama argillacea.

Comprimento (um)

Diametro basal (um)

Diametro apical (um)

Sensilas
? 3 ? 3 ? 3

Chaetica Dorsal 68,5+2,73  71,24¢241  t=-0,62 P=0,5462  3,0+0,11 3,0+0,10 t=-0,05 P=0,9631 1,2+0,07 1,4+0,07 t=-1,13 P=0,2740
Chaetica Lateral 70,9+7,30  79,1+7,88 t=-0,79 P=0,4422 4,2+0,19 4,6+0,18 t=-1,28 P=0,2152 1,4+0,04 1,4+0,06 t=0,49 P=0,6319
Chaetica Ventral 93,0+6,88 98,2+12,45 t=-0,36 P=0,7221 5,7+0,37 5,5+0,19 t=0,50 P=0,6232 1,5+0,06 1,4+0,07 t=1.15P=0,2671
Trichodea | 40,3+0,97  44,2+0,68 t=-2,62 P=0,0173  2,4+0,10 2,7+0,06 t=-2,62 P=0,0173  0,7%0,03 0,7£0,03 t=0,50 P=0,6224
Trichodea Il 32,9+1,56  37,4+£1,38 t=-2,13 P=0,0469 2,3£0,10 2,6+0,087 t=-1,69 P=0,1085 0,6+0,03 0,7+0,03 t=-1,35P=0,1926
Trichodea 11 30,6+1,96  30,4+0,93 t=0,07 P=0,9486  1,9+0,11 2,0+0,10 t=-0,71 P=0,4847  0,7+0,04 0,7£0,02 t=0,64 P=0,5291
Basiconica | 22,8£1,02  23,9+0,10 t=-0,82 P=0,4240 1,6%0,04 1,5+£0,04 t=1,87 P=0,0775 0,8+0,04 0,7+0,05 t=0,80 P=0,4347
Basiconica Il 11,2#0,39  10,5+0,42 t=1,28 P=0,2168  1,6+0,09 1,6+0,08 t=0,50 P=0,5609 0,9+0,02 0,8+0,03 t=0,65 P=0,5262
Bohm bristles 27,0£3,07 18,1+3)53 t=1,85P=0,1008 2,2+0,11 2,2+0,05 t=0,30 P=0,7699 0,5+0,14 0,4+0,03 t=0,47+ P=0,6604
Auricillica! 13,8+0,34  12,5+0,47 t=2,31P=0,0327 3,6%0,40 3,1+0,20 t=1,17 P=0,2554 4,6+0,29 4,5+0,47 t=0,23 P=0,8235
Coeloconica? - - - 9,2+0,24  9,7+0,28  t=-1,18 P=0,2550 - - -
Styloconica 20,9+0,47  20,4+£0,62 t=0,67 p=0,5135 6,5%0,29 8,0+0,44 t=-2,81 P=0,0115 5,87+0,43  6,13+0,32 t=-0,49 P=0,6309

1- Para a sensila auricillica, considerou-se o diametro apical, o local no qual a sensila possui a maior largura, na regido mediana.
2- Comprimento médio do didmetro do poco.
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Tabela 2. Tamanho médio (+ EP) (um) das sensilas da antena de machos de Alabama argillacea

Comprimento (um) Diametro basal (um) Diametro apical (um)

Sensilas
Proximal Distal Proximal Distal Proximal Distal

Chaetica Dorsal ~ 65,2+1,64 77,3560 t=2,07 P=0,0965 2,9+0,03 3,1+0,18 t=1,23P=0,2827 1,3+0,14 1,4+0,06 t=0,38 p=0,7160
Chaetica Lateral 60,5558  97,7+#8,70  t=3,59 P=0,0070 4,4+0,27 4,7#0,24 t=0,71P=0,4991 1,3+0,04 1,4+0,10 t=1,38 p=0,2050

Chaetica Ventral 64,3+4,25 132,1+10,25 t=6,11P=0,0003 5,8+0,30 5,2+0,14 t=-2,02P=0,0784 1,4+0,09 1,4+0,11 t=-0,35p=0,7386

Trichodea | 454+0,69 43,0+0,96 t=-1,96 P=0,0861 2,7+0,10 2,7+0,09 t=-0,09 P=0,9313 0,7+0,06 0,7+0,03 t=-0,38 p=0,7164
Trichodea I1 38,0£2,35  36,8+1,71  t=-0,41P=0,6941 2,7+0,12 2,4+0,09 t=-2,05P=0,0749 0,7+0,03 0,6+0,06 t=-0,33 p=0,7475
Trichodea I11 30,6+1,24 30,3*1,54 t=-0,14 P=0,8902 1,9+0,06 2,0+0,21 t=0,33 P=0,7523 0,7+0,03 0,7+0,04 t=0,04 p=0,9681
Basiconica | 22,9+1,33  24,9+1,49 t=0,99 P=0,3528 1,4+0,02 1,5+0,05 t=2,83P=0,0392 0,7+0,06 0,8+0,09 t=0,58 p=0,5810
Basiconica |1 10,5+0,64  10,4+0,60 t=-0,15P=0,8880 1,7+0,08 1,5+0,13 t=-1,45P=0,1843 0,9+0,03 0,8+0,05 t=-0,29 p=0,7801
Auricillica? 12,3+0,60 12,7#0,78  t=0,33 P=0,7517 3,0+0,26 3,3+0,32 t=0,78 P=0,4596 3,6+0,35 2,3+0,72 1=2,08 p=0,0715
Coeloconica? - - - 2,6£0,11 9,7+0,58 t=0,10 P=0,9266 - - -

Styloconica 19,4+0,75 21,42+0,82 t=1,81P=0,1079 7,8+0,32 8,2+0,87 t=0,49 P=0,6383 6,5+0,44 5,7+0,42 t=-1,33 p=0,2196

1- Para a sensila auricillica, considerou-se o diametro apical, o local no qual a sensila possui a maior largura, na regido mediana.

2- Comprimento médio do diametro do poco.
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Tabela 3. Tamanho médio (+ EP) (um) das sensilas da antena de fémea de Alabama argillacea

Comprimento (um)

Diametro basal (um)

Diametro apical (um)

Sensilas
Proximal Distal Proximal Distal Proximal Distal

Chaetica Dorsal ~ 70,4+4,98  66,6+2,62 t=0,68 P=0,5133  2,9+0,045 3,1+0,23  t=0,84 P=0,4430 1,3#0,12 1,2+0,08 t=-0,40 P=0,6972
Chaetica Lateral 54,6560 86,7+8,94  t=3,04 P=0,0161 4,4+0,21 4,1+0,34 t=-0,78 P=0,4593 1,3+0,04 1,4+0,06 t=1,56 P=0,1570
Chaetica Ventral 77,6£2,918 108,5+9,25 t=3,18 P=0,0261 6,6+0,46 4,8+0,17 t=-3,55P=0,0075 1,6+0,09 1,5+0,08 t=-0,70 P=0,5015
Trichodea | 41,8165 38,9+0,66 t=-1,64 P=0,1387  2,6+0,11  2,1+0,03 t=-4,37 P=0,0085 0,7+0,04 0,7+0,03 t=-0,67 P=0,5218
Trichodea Il 31,142,09  34,8+2,19  t=1,23 P=0,2545 2,4+0,10  2,4+0,20 t=0,03P=0,9788 0,6+0,05 0,6+0,05 t=0,47 P=0,6522
Trichodea I11 30,7¢2,98  30,5+291 t=-0,05 P=0,9637 1,8+0,23 1,9+0,08 t=0,11 P=0,9113 0,7+#0,03 0,7+0,07  t=0,71 P=0,5001
Basiconica | 22,8+0,72  22,7¢2,03  t=-0,07 P=0,9433 1,5+0,04 1,6+0,06 t=1,01P=0,3406 0,8+0,05 0,8+0,05 t=-0,14 P=0,8954
Basiconica Il 11,1+0,57  11,3+0,60  t=0,22 P=0,8344 1,7¢0,17  1,6+0,10 t=-0,54 P=0,6011 0,9+0,03 0,8+0,04 t=-0,93 P=0,3818
Auricillical 13,9+0,61  13,8+0,36  t=-0,13 P=0,8982  4,0#0,71  3,3+0,38 t=-0,92 P=0,3865 4,7+0,18 4,5+0,59 t=-0,26 P=0,8081
Coeloconica? - - - 9,0£0,41  9,5+0,22 t=1,71P=0,2752 - - -
Styloconica 20,3+0,57 21,6+0,66 t=1,53P=0,1653 6,94+0,69 6,0+0,97 t=-1,73P=0,1224 5,6+0,44 6,2+0,76 1=0,68 P=0,5270

1- Para a sensila auricillica, considerou-se o diametro apical, o local no qual a sensila possui a maior largura, na regido mediana.

2- Comprimento médio do pocgo.
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Figura 1. Micrografia das antenas de Alabama argillacea. (A-F) sensila trichodea; (A) viséo geral
das sensilas trichodea nos antenémeros; (B) Anelamento da cuticula da sensila trichodea; (C)
sensila trichodea tipo | (D) sensila trichodea tipo Il; (E) sensila trichodea tipo IlI; (F) sensila
trichodea tipo I, Il e I1l. S tr, s. trichodea; S tr 1, s. trichodea tipo II; S tr 111, s. trichodea tipo Il1.

36



Figura 2. Micrografia das antenas de Alabama argillacea. (A-F) sensila chaetica; (A) s. Chaetica
lateral e ventral; (B) s. chaetica dorsal; (C) s. chaetica ventral da regido distal da antena; (D) s.
chaetica ventral da regido proximal da antena; (E) sulcos longitudionais da cuticula da s. chaetica;
e (F) numeros s. chaeticas presentes no ultimo antenémero apical. S ch, s. chaetica; S ch D, s.
chaetica dorsal; S ch L, sensila chaetica lateral; S ch V, s. chaetica ventral.

37



5um \ 4 1"\,
il v :

Figura 3. Micrografia das antenas de Alabama argillacea. (A-B) sensila Coeloconica; (A) trés
sensilas coeloconicas proximas; (B) detalhes da sensila coeloconica mostrando os espinhos envolta
de uma estrutura coniforme no centro; (C-D) sensila auricillica; (C) s. auricillica com bordas laterais
mais abertas; (D) s. auricillica com bosdas laterais mais fechadas ao centro; (E-F) sensila
styloconica; (E) s. stylocanica vista lateralmente; (F) s. styloconica mostrando duas estruturas
coniformes na extremidade apical; S co, s. coeloconica; S Aur, s. auricillica; S Sty, s. styloconica.
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Figura 4. Micrografia das antenas de Alabama argillacea. (A-D) sensila basiconica; (A) s.
basiconica tipo [; (B) conformagao cuticular da s. basiconica tipo I, em forma de “espinha de peixe”;
(C) s. basiconica tipo II; (D) conformagao cuticular da s. basiconica tipo II, em forma de “espinha
de peixe”; (E-F) sensila Bohm bristles; (E) s. Bohm bristles localizado no escapo e pedicelo da
antena; (F) detalhes da s. Bohm bristles. S B 1, basiconica tipo I; S B I, s. basiconica tipo I1; S BB,
sensila Bohm bristles.
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CAPITULO 3
ESTUDO DE DETERRENCIA A OVIPOSICAO E ELETROANTENOGRAFIA DE Alabama
argillacea (HUBNER, 1823) (LEPIDOPTERA: EREBIDAE) A OLEOS ESSENCIAIS E

COMPOSTOS QUIMICOS?
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RESUMO - A Cromatografia gasosa acoplada a deteccdo eletroantenografica (CG-EAD) tem
permitido rastrear possiveis constituintes de um 06leo essencial, que podem estar associados a uma
determinada resposta comportamental de um inseto, sejam estes compostos majoritarios ou
minoritarios. Neste caso, 0 presente trabalho objetivou avaliar a atividade deterrente dos 6leos
essenciais de Mentha spicata, Litsea cubeba, Melaleuca alternifolia e Juniperus virginiana e sobre
a oviposicdo de Alabama argillacea (Hibner) (Lepidopetera: Erebidae), uma importante praga do
algodoeiro (Gossypium hirsutum L.); além de utilizar a técnica de CG-EAD para detectar os
constituintes dos 6leos que sdo percebidos pelas fémeas e testar a sua bioatividade. Nos testes de
preferéncia para oviposicao, apenas o 6leo essencial de M. spicata mostrou atividade deterrente a A.
argillacea. As analises de CG-EAD revelaram que trés compostos do 6leo essencial de M. spicata
desencadearam a despolarizacdo das antenas das fémeas de A. argillacea, sendo estes o limoneno,
carvona e E-cariofileno. Nos biotestes com os trés compostos, somente o limoneno provocou uma
acao deterrente de oviposicdo, indicando que a bioatividade apresentada pelo 6leo de M. spicata a A.
argillacea, pode se da pela acdo deste composto. Assim, podemos concluir que dentre 0s compostos
testados, o limoneno apresentou destaque por desencadear a despolarizacdo das antenas de A.
argillacea e provocar uma acao deterrente a oviposicao desse inseto, mostrando que a bioatividade
do dleo de M. spicata se dar pela acdo desse composto, além disso a concentracdo utilizada nédo

apresentou fitotoxicidade.

PALAVRAS-CHAVE: Curuqueré do algodoeiro, deterréncia a oviposicdo, eletrofisiologia,

inseticidas botanicos, limoneno
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DETERMINATION STUDY OF OVIPOSITION AND ELETROANTENOGRAPHY OF
Alabama argillacea (HUBNER, 1823) (LEPIDOPTERA: EREBIDAE) TO ESSENTIAL OILS

AND CHEMICAL COMPOUNDS

ABSTRACT — Gaseous Chromatography coupled to electroanthenographic (GC-EAD) detection has
allowed to trace possible constituents of an essential oil, which may be associated to a particular
behavioral response of an insect, whether these major or minor compounds. In this case, the present
work aimed to evaluate the detergent activity of the essential oils of Mentha spicata, Litsea cubeba,
Melaleuca alternifolia and Juniperus virginiana on the oviposition of Alabama argillacea (Hubner)
(Lepidopetera: Erebidae), an important cotton pest (Gossypium hirsutum L.); besides using the
technique of GC-EAD to detect the constituents of these oils that are perceived by the females and
to test their bioactivity. In the preference tests for oviposition, only the essential oil of M. spicata
showed detergent activity to A. argillacea. GC-EAD analyzes revealed that three essential oil
compounds of M. spicata triggered the depolarization of A. argillacea females, being limonene,
carvone and E-caryophyllene. In the biotestes with the three compounds, only the limonene caused
a deterrent action of oviposition, indicating that the bioactivity presented by the oil of M. spicata to
A. argillacea, may be due to the action of this compound. Thus, we can conclude that among the
compounds tested, limonene showed prominence for triggering the depolarization of the A.
argillacea antennas and provoking a deterrent action on the oviposition of this insect, showing that
the bioactivity of the M. spicata oil is due to the action of this compound, in addition the

concentration used did not present phytotoxicity.

KEY WORDS: Cotton leafworm, oviposition deterrents, botanical insecticides, electrophysiology

limonene
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Introducéo

Alabama argillacea (Hibner) (Lepidopetera: Erebidae) é uma importante praga do algodoeiro
(Gossypium hirsutum L.), sendo considerada a principal lagarta desfolhadora desta cultura. Sua
ocorréncia pode resultar em grandes perdas de produtividade, principalmente quando a infestacao
é nas primeiras fases de desenvolvimento da planta (Nascimento et al. 2011, Ramalho et al. 2014).

Seu controle tem sido realizado principalmente com inseticidas sintéticos, tais como piretroides
e organofosforados (Silva et al. 2011, Silva et al. 2011, Boica Junior et al. 2012); mesmo sendo
potencialmente prejudiciais para os seres humanos, inimigos naturais e 0 meio ambiente (Bastos et
al. 2006, Ansari et al. 2014, Nicolopoulou-Stamati et al. 2016). Tem-se buscado alternativas de
controle que sejam eficientes, menos prejudiciais ao ambiente e que apresentem baixa toxicidade
aos vertebrados (Vieira et al. 2004, Regnault-Roger et al. 2012, Madbouly et al. 2015). Desta forma,
0s Oleos essenciais tém se destacado devido a sua agdo inseticida ja& comprovada para inumeras
pragas de importancia agricola (Pavela 2005, Jiang et al. 2009, Ribeiro et al. 2015, Cruz et al.
2016).

Esses 6leos sdo produtos do metabolismo secundario, encontrados em diversas familias
botanicas de plantas, tais como Myrtaceae, Lauraceae, Piperaceae, Rutaceae, Lamiaceae,
Cupressaceae, entre outras (Bakkali et al. 2008, Rajendran & Sriranjini 2008, Tripathi et al. 2009).
Sao constituidos de uma mistura complexa de compostos quimicos, cujo nimero e quantidade
podem variar a depender da espécie, de fatores edafoclimaticos e fitossanitarios da planta (Gobbo-
Neto & Lopes 2007, Bakkali et al. 2008, Si et al. 2012). Esta diversidade de compostos quimicos
presentes nos oleos, tem possibilitado obter diferentes tipos de repostas sobre 0s insetos; resultando
na mortalidade, inibicdo da oviposicdo, reducdo no desenvolvimento larval, fecundidade,
fertilidade, repeléncia, entre outros efeitos biologicos e fisiologicos (Martinez & Van Emden 2001,

Ko et al. 2009, Cruz et al. 2014).
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Apesar dessa diversidade de compostos quimicos presentes nos 6leos essenciais, geralmente,
0s estudos se limitam aos compostos majoritarios e por isso, frequentemente, 0s minoritarios
acabam por serem negligenciados quanto a sua bioatividade (Campbell et al. 2011, McCormick et
al. 2014, Silva et al. 2015). Neste caso, para estudos comportamentais de insetos, a cromatografia
gasosa (CG) acoplada a deteccdo eletroantenografica (EAD) tem auxiliado na descoberta de
compostos bioativos, com acdo atraente; alvo principal dos estudos envolvendo feroménios de
insetos (Rojas et al. 2006, Blassioli Moraes et al. 2016, Yan et al. 2018), e com potencial repelente;
mas comumente investigados em 6leos essenciais (Yang et al. 2009, Zhang et al. 2013, Uniyal et
al. 2014).

Para isso, 0 CG separa 0s constituintes de uma matriz complexa (6leo essencial); enquanto que
EAD capta as respostas totais das células receptoras da antena do inseto, mediante a despolarizagédo
da membrana neural, ocasionada pela ligacdo dos estimulos a seus receptores (Schiestl & Marion-
Poll 2002, Gullan & Cranston 2012, Cribb & Merritt 2013).

Neste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a atividade deterrente dos 6leos essenciais
de Mentha spicata L. (Lamiaceae), Litsea cubeba (Lour.) Pers., (Lauraceae), Melaleuca alternifolia
Cheel (Myrtaceae) e Juniperus virginiana L. (Cupressaceae) e 0s compostos quimicos S-(-)-
limoneno, E-cariofileno e L-carvona sobre a oviposigédo de A. argillacea. Vale ressaltar, que estas
espécies de plantas ja possuem seus efeitos deterrentes ou toxicos comprovados para uma série de
insetos de importancia urbana e agricola (Pavela 2005, Amer & Mehlhorn 2006, Jiang et al. 2009,

Ko et al. 2009, Benelli et al. 2013), mas seus efeitos em A. argillacea nunca foram testados.

Material e Métodos
A pesquisa foi conduzida no Laboratorio de Fisiologia de Insetos do Departamento de

Morfologia e Fisiologia Animal/DMFA, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
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e no Laboratorio de Cromatografia do Departamento de Quimica Fundamental da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE).

Criacéo de Alabama argillacea. Os insetos foram obtidos da criacdo estoque do Laboratorio de
Fisiologia de Insetos do Departamento de Fisiologia e Morfologia Animal da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE). Estes foram mantidos a temperatura de 25,2 £ 1,4 °C, umidade
relativa de 67 = 0,7% e fotofase de 12h. As lagartas foram alimentadas diariamente com folhas de
algodéo cultivar BRS safira. Os adultos foram mantidos em gaiola de PVC com dimensdes de 15
cm de diametro com 20 cm de altura, revestidas internamente com papel sulfite, como substrato
para oviposicdo. A alimentacao dos adultos foi feita com solucdo de mel a 10% e uma mistura de
levedura e mel na proporc¢éo de 1:1.

Obtencdo dos Oleos Essenciais e Compostos Quimicos. Os 6leos essenciais de M. spicata, L.
cubeba, M. alternifolia e J. virginiana foram obtidos da Empresa Ferquima Ind. e Com. Ltda.
(Vargem Grande Paulista, Sdo Paulo, Brasil). Extraidos a partir de folhas de M. spicata e M.
alternifolia, dos frutos de L. cubeba e da madeira de J. virginiana. As informac@es técnicas desses
produtos e seus parametros de qualidade (coloracdo, pureza, odor, densidade a 20 °C e indice de
refracdo a 20 °C) sdo descritos em relatdrio técnico fornecido pela empresa, conforme site <
http://www.ferquima.com.br>.

Limoneno e carvona possuem enantibmero que ocorrem naturalmente. As analises quimicas
dos 6leos testados na presente pesquisa, ndo revelaram quais dos enantidmeros constituem o perfil
quimico do 6leo de M. spicata. Neste caso, a escolha dos enantidmeros destes compostos foram
com base na literatura, na qual, mostraram que o S-(-)-limoneno (Aggarwal et al. 2002, Mardstica
Junior & Pastore 2007, Srividya et al. 2015) e o R-(-)-carvona (L-carvona) (Aggarwal et al. 2002,
Buchbauer et al. 2005, Gongalves et al. 2008, Souza et al. 2013, Nogoceke et al. 2016) fazem parte

da constituicdo quimica do oleo de M. spicata. Para o cariofileno as analises cromatograficas
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revelaram que o (E)-cariofileno esta presente na constituinte do 6leo de M. spicata. Esses trés
compostos foram obtidos junto & Sigma Aldrich® Brasil, todos tendo pureza acima de 98%.
Analises quimicas dos 06leos essenciais. Os Oleos essenciais de M. spicata, L. cubeba, M.
alternifolia e J. virginiana foram analisados qualitativamente por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria CG/EM de massas em um sistema quadrupolo Agilent 5975C Series CG/EM
(Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), equipado com uma coluna apolar DB-5 (Agilent J&W,
60 m x 0.25 mm d.i., 0,25 um espessura da pelicula). Uma aliquota de 1 pL da solugdo (2000
pg/mL) de cada oleo essencial preparada em hexano foi injetada em split 1:50, assim como uma
solucdo hexanica da mistura de padrées de hidrocarbonetos: C8-C30 (Sigma-Aldrich®). A
temperatura do cromatografo gasoso foi ajustada em 60 °C por 3 min, sendo entdo elevada em 2,5
°C min! até alcancar 240 °C e mantida nesta temperatura por 10 min. O fluxo de hélio foi mantido
em pressao constante de 100 kPa. A interface da espectrometria de massas foi definida em 200 °C
e 0s espectros de massa registrados em 70 eV (em modo EI) com uma velocidade de escaneamento
de 0,5 scan-s de m/z 20-350 (Santos et al. 2014). Os constituintes do 6leo essencial foram
quantificados através da Cromatografia Gasosa (CG) em um sistema Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA) Trace CG Ultra gas equipado com um detector de ioniza¢do por chama
(DIC), com uma coluna HB-5 (30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 pum de espessura da pelicula). A
temperatura do forno foi mantida a 40 °C durante 2 min e depois aumentada a 4 °C min-1 para 230
°C. O injector e o detector foram mantidos a 250 °C. Para realizar a quantificacdo, 1 pL da solucgéo
(2000 pg/mL) de cada 6leo essencial preparada em hexano foi injetada em splitless. A composi¢édo
de cada componente foi expressa na forma de percentagens da area total do pico conforme
registrado por GC-FID.

Identificacio Quimica dos Oleos Essenciais. Os indices de Retencéo (IR) de cada componente dos

6leos essenciais foram calculados segundo a equacdo de Van den Dool & Kratz (1963), de acordo com
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0s tempos de retengdo dos componentes da amostra de cada 6leo essencial, do padréo de hidrocarboneto
(C8-C30) e da combinacdo de cada 6leo essencial com a mistura deste padrdo. Os componentes de cada
6leo essencial foram previamente identificados por similaridade dos valores dos indices de retencao
(IR) e posteriormente confirmados por comparagdo dos respectivos espectros de massa com aqueles
disponiveis na biblioteca do GC/EM: MassFinder 4, NIST08 e Wiley Registry™ 9th Edition € com 0s
descritos por Adams (2009).

Testes de Fitotoxicidade. Objetivando avaliar a fitotoxicidade dos Oleos essenciais e dos
compostos quimicos que apresentaram respostas nas analises de CG-EAD. Realizou-se um ensaio
preliminar utilizando as concentragdes de 2000 e 2500 mg/L dos 6leos essenciais de M. spicata, L.
cubeba, M. alternifolia, J. virginiana e as concentrac@es de 299 mg/L do S-(-)-limoneno; 17,8 mg/L
do (E)-cariofileno; 1131,15 mg/L e 1508,2 mg/L do L-carvona. As concentracfes destes compostos
foram baseadas na quantidade relativa destes constituintes presentes em 2000 mg do 6leo essencial
de M. spicata, conforme anéalise cromatografica. Os 6leos essenciais e 0s compostos foram diluidos
em agua destilada mais Dimetilsulfoxido (DMSO) a 2%. Discos foliares de 4 cm de diametro foram
confeccionados a partir de plantas de algoddo cultivar BRS. Estes foram submersos durante dez
segundos nas concentracbes dos 6leos essenciais e compostos e posteriormente colocados para secar
sobre papel toalha. A fitotoxicidade foi avaliada apds 60 mim da aplicacdo, a partir das alteracbes
visuais na coloracdo do tecido foliar, indicando acdo fitotoxica.

Ensaios de Oviposicdo. Testes de preferéncia para oviposicdo com chance de escolha, foram
montados utilizando os 6leos essenciais de M. spicata, L. cubeba, M. alternifolia e J. virginiana na
concentracdo de 2000 mg/L do 6leo. Para os compostos foram utilizados as concentracdes de 299
mg/L do S-(-)-limoneno; 17,8 mg/L do (E)-cariofileno e 1131,15 mg/L do L-carvona (tanto para 0s
6leos como para os compostos foram utilizadas as concentracbes que ndo ocasionaram

fitotoxicidade). Sendo utilizados ponteiros de plantas de algoddo da variedade BRS safira. As
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aplicacdes das concentracOes foram feitas mediante auxilio de um pulverizador manual com
capacidade de 2 litros. Apos secos, 0s ponteiros foram acondicionados em tubos de vidro com
capacidade de 150 mL contendo &gua e colocados no interior de gaiolas com dimenses de 0,4 m x
0,4 m x 0,4 m. Em cada gaiola foi colocado um ponteiro tratado (6leo essencial ou composto
quimico mais agua destilada mais DMSO 2%) e um outro sendo o controle (aplicado somente agua
destilada mais DMSO 2%). Foram utilizadas dez gaiolas, cada uma constituindo uma repeticdo. Em
cada repeticao foram liberados dois casais de A. argillacea, machos e fémeas eram pareados ap0s
a emergéncia e permaneciam por trés a quatro dias antes de serrem liberados nas gaiolas, como
forma de estimular a oviposicdo. Apds 48 horas, contabilizou-se 0 nimero de ovos em cada
tratamento.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade e as médias
comparadas pelo teste t pareado ao nivel de 5% de significancia utilizando o programa SAS (SAS
Institute. 2002).

Andlises Eletrofisiolgicas (CG-EAD). As analises de CG-EAD foram realizadas com o objetivo
de detectar constituintes do 6leo essencial que despolarizam as antenas de fémeas de 4. argillacea.
O CG-EAD consiste de um cromatdgrafo gasoso (Trace™ GC Ultra, Thermo Scientific, Milao,
Italia) equipado com um detector de ionizacao de chama (DIC), um EAD Syntech (Kirchzarten,
Alemanha), um controlador de aquisi¢do de barramento serial universal de dois canais e um VICI
Metronics (Poulsbo, WA, EUA) Coluna capilar VB-5-ValcoBond® (30 m x 0,25 mm d.i. € uma
espessura de filme de 0,25 pm) (Milet-Pinheiro et al., 2015). A saida da coluna foi acoplada a dois
comprimentos de capilar desativado (40 cm x 0,25 mm d.i.) através de um T divisor SGE Analytical
Science (Trajano, Melbourne, VIC, Australia). Um capilar levou ao DIC, enquanto o outro foi
encaminhado para fora do forno do GC através de uma linha de transferéncia aquecida e para um

tubo de vidro onde o efluente foi misturado com um fluxo de ar limpo e umidificado e direcionado
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sobre a preparacao da antena. Foi utilizado o nitrogénio como gas de arraste na coluna e mantido a
um fluxo constante de 1 mL/min. A temperatura do injetor foi fixada em 200 °C e uma aliquota de
1 puL da solucdo hexanica do 6leo (2uL/mL) foi injetada no modo sem divisdo com a temperatura
do forno de 60 °C, que foi mantida por 1 min. A temperatura do forno foi entdo aumentada para
210 °C a 10 °C /min e mantida a 210 °C por 1 min. A fim de preparar as antenas de insetos, fémeas
de A4. argillacea de 1 a 2 dias de idade foram retiradas diretamente da cria¢do estoque. Para cada
preparagdo, uma antena foi cortada na base e na ponta e montada entre dois eletrodos, que foram
preenchidos com solucdo de Ringer (8,0 g/L cloreto de sddio, 0,4 g/L cloreto de potassio, 0,4 g/L
cloreto de calcio), e dois eletrodos de fio de prata foram inseridos em cada capilar, fechando assim
o circuito elétrico com a preparagao da antena. No total, foram montadas 30 antenas de diferentes
individuos, dos quais apenas dez foram estaveis o suficiente para detectar respostas. Um
constituinte de 6leo essencial foi considerado ativo por EAD quando desencadeou uma resposta de

despolarizagdo em pelo menos cinco das preparagdes da antena.

Resultados
Analises Quimicas dos Oleos Essenciais. Foram identificados um total de 16 componentes
quimicos para o 6leo essencial de M. spicata, 20 para L. cubeba, 30 para M. alternifolia e 39 para J.
virginiana, o que corresponde a 98,08%, 98,13%, 98,69% e 98,06% dos componentes presentes
nestes Oleos essenciais, respectivamente (Tabela 1). Estes componentes sdo pertencentes aos
monoterpenos, monoterpenos oxigenados, sequiterpenos e sesquiterpenos oxigenados. No caso do
Oleo essencial de M. spicata, 0s seus constituintes sdo pertencentes aos monoterpenos (17,06%),
monoterpenos oxigenados (80,13%) e sesquiterpenos (0,89%). Seus componetes majoritarios sao o
limoneno (14,95%) e carvona (75,41%). Em L. cubeba os seus constituintes sdo pertencentes aos

monoterpenos (11,9%), monoterpeno oxigenados (84,18%), sesquiterpenos (1,83%) e sesquiternos

49



oxigenados (0,22%). Os componentes majoritarios séo limoneno (9,93%), Neral (32,52%) e Geranial
(44,68%). Os constituintes do 6leo essencial de M. alternifolia sdo pertencentes aos monoterpenos
(38,98%), monoterpenos oxigenados (53,72%), sesquiterpenos (5,82%) e sesquiterpenos oxigenados
(0,17%). Tendo como componentes majoritarios sao o a-terpineol (4,18%), a-terpineno(8,77%), y-
terpineno (18,60%) e terpinen-4-ol (47,24%). Ja para o Gleo essencial de J. virginiana o0s seus
constituintes sdo pertencentes aos sesquiterpenos (69,79%) e sesquiterpenos oxigenados (28,3%). Os
componentes majoritarios sdo o p-cedrene (4,31%), a-cedrene (18,49%), cedrol (25,61%) e (Z)-
thujopsene (31,94%).
Testes de Fitotoxicidade. Os testes de fitotoxicidade dos 6leos essenciais de M. spicata, L. cubeba,
M. alternifolia, J. virginiana, mostraram que estes Oleos ndo apresentaram acdo fitotoxica na
concentracdo de 2000 mg/L. Entretanto, quando os discos foliares foram submetidos a concentracao
de 2500 mg/L, todos os Gleos assenciais apresentaram fitotoxicidade (Fig. 1). As concentracdes de
299 mg/L do S-(-)-limoneno; 17,8 mg/L do (E)-cariofileno e 1131,15 mg/L do L-carvona nao
provocaram fitotoxicidade. Entretanto, para a concentracdo de 1508,2 mg/L do L-carvona, houve
uma acao fitotdxica deste composto (Fig. 2), inviabilizando a utilizacdo desta concentracdo para 0s
testes de preferéncia para oviposicao.
Bioensaios de Oviposicéo e Eletrofisiologia. Nos testes de preferéncia para oviposi¢do com chance
de escolha, apenas o 6leo essencial de M. spicata apresentou atividade deterrente sobre A. argillacea.
Enquanto que nos tratamentos com 6leos essenciais de L. cubeba, M. alternifolia, J. virginiana ndo
houve diferenga no nimero médio de ovos em relagéo ao controle (Fig. 3).

As analises de GC-EAD As analises de CG-EAD revelaram que trés compostos do 6leo
essencial de M. spicata desencadearam a despolarizagdo das antenas das fémeas de A. argillacea,
sendo os dois monoterpenos limoneno e carvona e o sesquiterpeno (E)-cariofileno (Fig. 4). Nos testes

de preferéncia para oviposi¢do com 0s compostos que desencadearam despolarizacdo nas antenas
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das fémeas de A. argillacea, apenas o S-(-)-limoneno apresentou deterréncia a oviposicao, enquanto

que o L-carvona e o (E)-cariofileno néo diferiram do controle (Fig. 5).

Discusséo

A diversidade de compostos encontrados nos 0leos essenciais tem possibilitado obter diferentes
tipos de respostas bioldgicas sobre insetos, microorganismo e plantas (Bakkali et al. 2008, Regnault-
Roger et al. 2012, Amri et al. 2013). Neste ultimo caso, 0s 6leos essenciais podem provocar
fitotoxicidade em plantas tratadas, como resultado da afinidade com as camadas lipidicas das
membranas bioldgicas, podendo afetar inUmeros processos fisiologicos e bioquimicos (Amri et al.
2013; Ahuja et al. 2015, Synowiec et al. 2017).

Esta bioatividade pode provocar alteracdes visiveis nos tecidos foliares, como consequéncia da
ruptura da membrana, reducdo no teor de clorofila e respiracao celular (Poonpaiboonpipat et al. 2013,
Kaur et al. 2010). Por isso, os testes de fitotoxicidade envolvendo éleos essenciais e compostos
quimicos, sdo importantes para determinar se a concentracao a ser utilizada sobre um organismo,
ndo provocara efeitos indesejaveis a planta.

Neste caso, é provavel que o carvona presente no 6leo de M. spicata, possa estar interagindo com
0s outros constituintes do 6leo reduzindo a sua acéo fitotoxica, fato ndo observado quando o L-
carvona foi testado de forma isolada. Os componentes quimicos quando testados em conjunto, podem
interagir entre si de forma a potencializar ou reduzir uma atividade bioldgica (Hummelbrunner &
Isman 2001, Abbassy et al. 2009, Bassolé & Juliani 2012).

O oleo essencial de M. spicata tem apresentado acdo toxica e deterrente a oviposicao
comprovada para inameros insetos de importancia agricola e urbana, tais como Callosobruchus

chinensis (L.), Spodoptera littoralis (Boisd.), Culex pipiens L. e Rhodnius prolixus Stal (Kedia et al.
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2014, Pavela 2005, Koliopoulos et al. 2010, Sainz et al. 2012); este 6leo também apresentou acéo
deterrete a oviposicdo a A. argillacea, o que ressalta o seu potencial para o controle de pragas.
As analises de CG-EAD da presente pesquisa, permitiram rastrear trés constituintes do 6leo de
M. spicata que desencadearam respostas nas antenas das fémeas de A. argillacea, sendo estes (E)-
cariofileno, limoneno e o carvona. O cariofileno é um sesquiterpeno encontrado em diversos 6leos
essenciais como compomente majoritario (Park et al. 2007, Liu et al. 2007, Almeida et al. 2013,
Silva et al. 2015) e minoritario (Park et al. 2007, Almeida et al. 2010, Govindarajan et al. 2012,
Benelli et al. 2013). Sendo relatado também como constituinte volatil de plantas de algodéo
(Magalhées et al. 2018). Testes realizados por Burguiere et al. 2001 e Cribb et al. 2007 utilizando a
técnica de EAD, mostraram que as antenas de Helicoverpa armigera (Hubner) responderam ao
composto (E)-cariofileno, entretanto, estes autores ndo investigaram as respostas comportamentais
associada a esta percepcao. Sun et al. (2012) também relatou que as antenas de Helicoverpa assulta
(Guenée) responderam ao (E)-cariofileno e a outros oitos compostos presentes em volateis de plantas
de tabaco, Nicotiana tabacum L., nos testes comportamentais os autores concluiram que a mistura
dos compostos acetato de Z-3-hexenila, nonanal, (E)-p-ocimene e (E)-cariofileno foram essenciais
para a atratividade de fémeas de H. assulta. Nehme et al. (2009) estudando a bioatividade de
compostos quimicos sobre Anoplophora glabripennis (Motschulsky), mostraram que o (E)-
cariofileno atraiu mais machos do que fémeas nos ensaios de olfatometria em “Y”. Em contrapartida,
Cao et al. (2018) relataram que o (E)-cariofileno apresentou uma forte repeléncia (>80%) a Tribolium
castaneum (Herbst) e Liposcelis bostrychophila Badonnel; ja para Lasioderma serricorne (Fabricius)
este composto apresentou uma repeléncia moderada (<57%), inclusive em concentragcdes mais
baixas, o B-cariofileno apresentaram atratividade a este inseto.
O composto carvona € um monoterpeno encontrado em diversos 0leos essenciais de plantas

(Toxopeus & Bouwmeester 1993, Moon et al. 2011, Ma et al. 2015, Lima et al. 2016). Este
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composto apresenta duas formas naturais de enantidmeros, o (-)-carvona, encontrados em M. spicata;
e 0 (+)-carvona, presente em Carum carvi L (Apiaceae). (Ravid et al. 1987, Buchbauer et al. 2005,
Souza et al. 2013, Nogoceke et al. 2016). Ambos 0s enantidbmeros tém apresentado atividade
biolégica em inseto (Caballero-Gallardo et al. 2011). Testes utilizando CG-EAD em Halyomorpha
halys (Stal), mostraram que o L-carvona presente no 6leo de M. spicata desencadeou resposta; nos
bioensaios de comportamento utilizando armadilhas contendo atrativo (feroménio), este composto
provocou uma diminuicdo na captura de H. halys quando associado ao atrativo (Zhang et al. 2014).
Yang et al. (2009) também relataram que as antenas de Riptortus clavatus (Thunberg) responderam
ao carvona presente no éleo de C. carvi nos testes de CG-EAD e, em ensaios comportamentais, este
composto provocou uma acao repelente a este inseto. JA& Moon et al. (2011) observaram que as
antenas de ninfas do quarto instar e adultos de Lycorma delicatula (White) responderam ao carvona
a partir de testes de CG-EAD e que esse composto apresentou atratividade para ninfas e fémeas
adultas em ensaios comportamentais.

O composto limoneno, monoterpeno mais abundante na natureza, é encontrado nas duas formas
de enantiébmeros, S-(-)-limoneno e 0 R-(+)-limoneno (Maroéstica Junior & Pastore 2007). O S-(-)-
limoneno esta presente em M. spicata (Aggarwal et al. 2002, Mardstica Janior & Pastore 2007,
Srividya et al. 2015), enquanto que R-(+)-limoneno esta presente nos 6leos essenciais de citrus
(Mardstica Junior & Pastore 2007). Seo et al. (2009) também identificaram uma maior quantidade
relativa de R-(+)-limoneno (14,30%) no 6leo essencial de L. cubeba, enquanto que S-(-)-limoneno
representou apenas 0,34%. Além disso, o limoneno também foi identificado como componente
volateis de plantas de algoddo (Magalhé&es et al. 2018). Borrero-Echeverry et al. (2015) mostraram
que antenas de Spodoptera littoralis (Boisd.) responderam ao composto R-(+)-limoneno presentes
em volateis de plantas de algod&o através de teste de CG-EAD, sendo observado uma atratividade a

machos e fémeas quando se formou uma blend com nonanal, Z-3hexenylacetate, E-B-ocimene e R-
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(+)-limoneno. Yang et al. (2009) observaram que as antenas de R. clavatus responderam ao limoneno
presente no 6leo de C. carvi nos testes de CG-EAD, este composto também apresentou acéo repelente
a este inseto nos bioensaios. Campbell et al. (2011) analisando 11 6leos essenciais através de CG-
EAD em Aedes aegypti L., observaram 42 respostas de compostos quimicos, entre estes estdo
presentes o B-cariofileno e o limoneno. Estes autores testaram o blend dos compostos que
desencadearam a despolarizacdo da antena deste inseto, inclusive, testaram enantibmeros
especificos. Os autores observaram que para o limoneno, somente o enantibmero S-(-)-limoneno
desencadeou resposta na antena, enquanto o R-(+)-limoneno néo foi detectado.

Assim, podemos concluir que dentre os compostos testados, o limoneno apresentou destaque por
desencadear a despolarizacdo das antenas de A. argillacea e provocar uma acdo deterrente a
oviposicdo desse inseto, mostrando que a bioatividade do 6leo de M. spicata se da pela acdo desse

composto, além disso, a concentracdo utilizada ndo apresentou fitotoxicidade.
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Tabela 1. Composicdo quimica dos 0leos essenciais de Litsea cubeba, Melaleuca
alternifolia, Mentha spicata e Juniperus virginiana.

Litsea Melaleuca Mentha Juniperus
cubeba alternifolia spicata virginiana

N°  Composto? LR® LR® % LR % I.LR. % ILR. %
1 a-Thujene 924 - - 924 0,51 - - - -
2 a-Pinene 932 930 0,77 930 193 930 0,58 - -
3 Camphene 946 944 0,19 - - - - -
4 Sabinene 969 971 049 971 0,24 970 0,18 - -
5 B-Pinene 974 - - 973 045 973 0,65 - -
6 Myrcene 988 990 052 990 0,36 990 0,42
7 a-Phellandrene 1002 - - 1003 0,30 - - - -
8 a-Terpinene 1014 - - 1014 8,77 - - - -
9 p-Cymene 1020 - - 1022 3,40 - - - -
10 o0-Cymene 1022 - - - - 1023 0,28 - -
11  Limonene 1024 1026 9,93 1026 1,45 1026 14,95 - -
12 1,8-Cineole 1026 - - 1028 1,75 - - - -
13  Linalool 1095 1099 1,18 - - - - - -
14 Menthone 1148 - - - - 1153 0,92 - -
15 y-Terpinene 1054 - - 1057 18,60 - - - -
16  Citronellal 1158 1153 0,92 - - - - -
17  Isomenthone 1158 - - - - 1163 0,42 - -
18  Z-Isocitral 1160 1165 0,42 - - - - - -
19  Neomenthol 1161 - - - - 1171 1,78 - -
20  Terpinolene 1086 - - 1087 2,97 - - - -
21  (2)-p-Menth-2-en-1- 1118 - - 1120 0,18 - - - -

ol
22  (E)-p-Menth-2-en-1- 1136 - - 1138 0,19 - - - -

ol
23 Terpinen-4-ol 1174 1176 0,21 1177 47,24 1176 0,20 - -
24 (E)-Isocitral 1177 1183 0,46 - - - - - -
25 a-Terpineol 1186 1190 0,70 1189 4,18 1190 0,21 - -
26  (2)-Dihydrocarvone 1191 - - - - 1196 0,61 - -
27  Dihydro carveol 1192 - - - - 1193 0,30 - -
28 vy -Terpineol 1199 - - 1196 0,18 - - - -
29 Citronellol 1223 1229 0,42 - - - - - -
30 Neral 1235 1241 32,52 - - - - - -
31 Carvone 1239 - - - - 1244 75,41 - -
32 Geraniol 1249 1255 0,98 - - - - - -
33 Geranial 1264 1271 44,68 - - - - - -
34  dihydro-Linalool 1272 1281 1,69 - - - - - -

acetate
35 Menthyl acetate 1294 - - - - 1294 0,28 - -
36  2-epi-a-Funebrene 1380 - - - - - - 1379 0,13
37  a-Duprezianene 1387 - - - - - - 1384 0,34
38 pB-Elemene 1390 1392 0,17 - - - - 1392 0,25
39 a-Chamipinene 1396 - - - - - - 1397 0,07
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Tabela 1. Continuacéo.

40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
o1
52
53
54
55
56

57
58
59
60
61
62
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

75
76
77
78
79
80
81
82

a-Funebrene
Sesquithujene
a-Gurjunene
a-Cedrene
(E)-Caryophyllene
B-Cedrene
(Z2)-Thujopsene
Isobazzanene
Aromadendrene
Myltayl-4(12)-ene
a-Himachalene
a-Humulene
allo-Aromadendrene
a-Acoradiene
B-Acoradiene
a-Neocallitropsene
E-Cadina-1(6),4-
diene
B-Chamigrene
ar-Curcumene
B-Selinene
(2)-p-Guaiene
Viridiflorene
B-Alaskene
a-Muurolene
B-Himachalene
a-Chamigrene
Cuparene
a-Alaskene
d-Cadinene
(E)-Cadina-1,4-diene
v-Cuprenene
0-Cuprenene
Allocedrol
Caryophyllene oxide
Globulol
(2)-dihydro-
Mayurone

Cedrol

Epi-cedrol
a-Acorenol
B-Acorenol
Himachalol
3-Thujopsanone
7-epi-a-Eudesmol
8-Cedren-13-ol

1402
1405
1409
1410
1417
1419
1429
1436
1439
1445
1449
1452
1458
1464
1469
1474
1475

1476
1479
1489
1492
1496
1498
1500
1500
1503
1504
1512
1522
1533
1533
1542
1589
1582
1590
1595

1600
1618
1632
1636
1652
1653
1662
1688

1401
1406

1413

1421
1432
1437

1450
1454

1465
1468
1472

1478
1484
1487

1496

1501
1504
1506
1514
1524

1533
1544
1591

1596

1603
1615
1632
1636
1649
1652
1660
1692

0,11
0,11

18,49

4,31
31,94
0,12

0,55
0,09

0,61
0,45
0,20

1,48
0,28
0,44

0,69

2,95
0,93
2,15
1,31
1,04

0,48
0,24
0,23

0,07

25,61
0,30
0,58
0,37
0,11
0,43
0,07
0,09
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Tabela 1. Continuacéo.

83  Mayurone 1703 - - - - - - 1708 0,11
84  (2)-Thujopsenal 1708 - - - - - - 1706 0,16
85  Cedryl acetate 1767 - - - - - - 1766 0,17
Monoterpenos 11,9 38,98 17,06 -
Monoterpenos 84,18 53,72 80,13 -
oxigenados
Sesquiterpenos 1,83 5,82 0,89 69,76
Sesquiterpenos 0,22 0,17 - 28,3
oxigenados
Total 98,13 98,69 98,08 98,06

2 Constituintes listados em ordem de elui¢do na coluna apolar DB-5;

b indices de retencdo de Kratz da literatura (Adams, 2009);

¢ indices de retencdo de Kratz calculados através dos tempos de retencdo em relagdo aos da série
de n-alcanos (Cs-Czs);
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M. alternifolia (2000 mg/L) M. alternifolia (2500 mg/L)

M. spicata (2000 mg/L) M. spicata (2500 mg/L)

J. Virginiana (2000 mg/L) J. Virginiana (2500 mg/L)

L. Cubeba (2000 mg/L) L. Cubeba (2500 mg/L)

Figura 1. Fitotoxicidade dos 6leos essenciais de Litsea cubeba, Melaleuca alternifolia, Mentha
spicata e Juniperus virginiana sobre folhas de algodédo cultivar BRS safira nas concentragoes de

2000 mg/L e 2500 mg/L dos 6leos.
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S-(-)-Limonene (299 mg/L) (E)-Caryophyllene (17,8 mg/L)
L-Carvone (1131,15 mg/L) L-Carvone (1508,2 mg/L)

Figura 2. Fitotoxicidade dos compostos quimicos S-(-)-limoneno e (E)-cariofileno nas
concentracdes de 299 mg/L e 17,8 mg/L, respectivamente, e do L-carvona nas concentracfes de

1131,15 mg/L e 1508,2 mg/L sobre folhas de algodao cultivar BRS.
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Figura 3. Teste de preferéncia para oviposi¢éo de Alabama argillacea com chance de escolha, sobre
ponteiros de plantas de algoddo tratados e ndo tratados com Oleos essenciais de Litsea cubeba,
Melaleuca alternifolia, Mentha spicata e Juniperus virginiana. *(significativo) e ns (ndo
significativo) pelo teste-t pareado a P<0,05. Temperatura de 25,2 £+ 1,4 °C, umidade relativa de 67

+ 0,7% e fotofase de 12h.
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Figura 4. Percepcdo das antenas de fémeas de Alabama argillacea a compomentes do 6leo essencial
de Mentha spicata identificados por cromatografia a gas acoplado a detec¢do eletroantenogréafica

(CG-EAD), A- limoneno, B- carvona e C-(E)-cariofileno.
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[_] Controle [] Tratamento
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Figura 5. Preferéncia para oviposicdo de Alabama argillacea com chance de escolha de brotos
terminais de plantas de algodao tratados e nao tratados com compostos quimicos. *(significativo) e
ns (ndo significativo) pelo teste-t pareado a P<0,05. Temperatura de 25,2 = 1,4 °C, umidade relativa

de 67 £ 0,7% e fotofase de 12h.
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CAPITULO 4
TOXICIDADE DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE PARAMETROS BIOLOGICOS E

REPRODUTIVOS DE Alabama argillacea (HUBNER) (LEPIDOPTERA: EREBIDAE) !
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A.A.C. Teixeira. Toxicidade de 6leos essenciais sobre pararametros bioldgicos e reprodutivos de
Alabama argillacea (Hubner) (Lepidoptera: Erebidae). A ser submetido.
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RESUMO - Alabama argillacea (Hubner) (Lepidoptera: Erebidae) é importante praga do algodédo
(Gossypium hirsutum L.), sendo considerada a principal lagarta desfolhadora desta cultura. Seu
controle tem sido realizado principalmente com inseticidas sintéticos, mesmo com 0S riscos
atrituidos a esses produtos. Os 0Oleos essenciais tém se tornado uma alternativa no controle de
pragas, apresentando uma série de caracteristicas que contribuiem para um manejo sustentavel
destes organismos em areas agricolas. Assim, o presente trabalho objetivou avaliar os efeitos dos
oOleos essenciais de Litsea cubeba (Lour.) Pers., Melaleuca alternifolia Cheel, Juniperus virginiana
L e Mentha spicata L., sobre os parametros bioldgicos e reprodutivos de A. argillacea, e
consequentes alteracdes nas gbnadas de machos e fémeas. Todos 0s 6leos apresentaram toxicidade
por contato topico em lagartas de terceiro instar de A. argillacea, provocaram reducao no peso das
lagartas e pupas, bem como, no nimero e viabilidade dos ovos. Estes Oleos, alteraram a
histoquimica dos testiculos, sendo que M. alternifolia, J. virginiana e M. spicata afetou a sua
morfologia. Os ovariolos também tiveram sua histoquimica alterada pelos 6leos de M. alternifolia,
J.virginiana e L. cubeba. Neste caso, os 6leos testados no presente trabalho se mostram promissores

para o controle de A. argillacea, podendo contribuir no manejo integrado desta praga

PALAVRAS-CHAVE: Curuqueré-do-algoddo, génadas, histoquimica, inseticidas botanicos,

parametros bioldgicos
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TOXICITY OF ESSENTIAL OILS ON THE BIOLOGICAL AND REPRODUCTIVE

PARAMETERS OF Alabama argillacea (HUBNER) (LEPIDOPTERA: EREBIDAE)

ABSTRACT- Alabama argillacea (Hibner) (Lepidoptera: Erebidae) is an important cotton pest
(Gossypium hirsutum L.), being considered the main leafhopper of this crop. Its control has been
carried out mainly with synthetic insecticides, even with the risks attributed to these products.
Essential oils have become an alternative in pest control, presenting a series of characteristics that
contribute to the sustainable management of these organisms in agricultural areas. The objective of
this work was to evaluate the effects of the essential oils of Litsea cubeba (Lour.) Pers., Melaleuca
alternifolia Cheel, Juniperus virginiana L and Mentha spicata L., on the biological and
reproductive parameters of A. argillacea, and consequent alterations in gonads of males and
females. All oils showed toxicity by topical contact in third instar larvae of A. argillacea, caused
reduction in the weight of larvae and pupae, as well as egg number and viability. These oils altered
the histochemistry of the testes, and M. alternifolia, J. virginiana and M. spicata affected its
morphology. Ovarioles also had their histochemistry altered by the oils of M. alternifolia, J.
virginiana and L. cubeba. In this case, the oils tested in the present work are promising for the

control of A. argillacea, which may contribute to the integrated management of this pest.

KEY WORDS: cotton leafworm, gonad, histochemistry, botanical insecticides, biological

parameters
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Introducéo

Os 06leos essenciais tém se tornado uma alternativa promissora para o controle de pragas, por
apresentar uma série de caracteristicas, tais como menor persisténcia no ambiente, menor toxicidade
aos mamiferos, maior seletividade aos inimigos naturais e bioatividade comprovada para inimeras
pragas de importancia agricola (Isman 2006, Knaak & Fiuza 2010, Corréa & Salgado 2011,
Regnault-Roger et al. 2012). Estes 0leos sdo constituidos por uma gama de compostos quimicos
pertencentes aos grupos dos terpenos e fenilpropanoides, sendo que o numero de constituintes varia
a depender da espécie e das condi¢cdes ambientais na qual a planta foi submetida (Gobbo-Neto &
Lopes 2007, Bakkali et al. 2008, Bernards 2010, Si et al. 2012, Dima & Dima 2015).

Devida a essa abundancia de constituintes, os 0leos essenciais podem agir em diferentes
sistemas dos insetos, tais como nervoso, respiratorio, digestivo e reprodutivo (Menezes 2005,
Rajendran & Sriranjini 2008, Scudeler & Santos 2013, Alves et al. 2014, Cruz et al. 2015). Neste
ultimo caso, os 0leos essenciais podem interferir nos processos de espermatogénese e 00génese,
provocando alteraces na morfologia e histoquimica das gdnadas, e consequentemente, afetando a
fecundidade e fertilidade desses insetos (Alves et al. 2014, Cruz et al. 2015).

Para algumas pragas de importancia econdémica como Alabama argillacea (Hubner)
(Lepidoptera: Erebidae), considerada praga-chave do algoddo (Gossypium hirsutum L.) (Ramalho
et al. 2014, Gongalves et al. 2015), a principal forma de controle € através de inseticidas sintéticos
(Silva et al. 2011, Boica Junior et al. 2012), apesar dos efeitos negativos aos inimigos naturais, ao
meio ambiente e a salde humana (Bastos et al. 2006, Ansari et al. 2014, Nicolopoulou-Stamati et
al. 2016). Assim, estudos que investigam os efeitos dos 6leos essenciais sobre esta praga, podem
contribuir no estabelecimento de medidas de controle mais sustentaveis para esta importante praga

da cotonicultura.
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De acordo com a literatura os 6leos essenciais de Litsea cubeba (Lour.) Pers., Melaleuca
alternifolia Cheel, Juniperus virginiana L. e Mentha spicata L. possuem efeitos deterrentes ou
toxicos comprovados para varios insetos de importancia urbana e agricola (Pavela 2005, Amer &
Mehlhorn 2006, Jiang et al. 2009, Ko et al. 2009, Benelli et al. 2013). Dessa forma, o presente
trabalho objetivou avaliar o efeito desses 0Oleos essenciais sobre os parametros biologicos e

reprodutivos A. argillacea, e consequentes efeitos nas gonadas de machos e fémeas deste inseto.

Material e Métodos

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Fisiologia de Insetos do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal/DMFA, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE)
e no Laboratério de Cromatografia do Departamento de Quimica Fundamental da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE).
Criacao de Alabama argillacea. Os insetos foram obtidos da criagdo estoque do Laboratorio de
Fisiologia de Inseto do Departamento de Fisiologia e Morfologia Animal da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE). Estes foram mantidos a temperatura de 25,2 + 1,4 °C, umidade
relativa de 67 = 0,7% e fotofase de 12h. As lagartas foram alimentadas diariamente com folhas de
algoddo cultivar BRS safira. Os adultos foram mantidos em gaiola de PVC com dimensdes de 15
cm de diametro com 20 cm de altura, revestidas internamente com papel sulfite, como substrato
para oviposicdo. A alimentacdo dos adultos foi feita com solucdo de mel a 10% e uma mistura de
levedura e mel na proporgéo de 1:1.
Obtenc&o dos Oleos Essenciais. Os dleos essenciais de M. spicata, L. cubeba, M. alternifolia e J.
virginiana foram obtidos da Empresa Ferquima Ind. e Com. Ltda. (Vargem Grande Paulista, Sdo

Paulo, Brasil). Extraidos a partir de folhas de M. spicata e M. alternifolia, dos frutos de L. cubeba
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e da madeira de J. virginiana. As informacdes técnicas desses produtos e seus parametros de
qualidade (coloracdo, pureza, odor, densidade a 20 °C e indice de refracdo a 20 °C) sdo descritos

em relatorio técnico fornecido pela empresa, conforme site < http://www.ferquima.com.br>.

Analises quimicas dos 6leos essenciais. Os Oleos essenciais de M. spicata, L. cubeba, M.
alternifolia e J. virginiana foram analisados qualitativamente por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria CG/EM de massas em um sistema quadrupolo Agilent 5975C Series CG/EM
(Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), equipado com uma coluna apolar DB-5 (Agilent J&W,
60 m x 0.25 mm d.i., 0,25 um espessura da pelicula). Uma aliquota de 1 pL da solugdo (2000
pg/mL) de cada oleo essencial preparada em hexano foi injetada em split 1:50, assim como uma
solucdo hexanica da mistura de padrées de hidrocarbonetos: C8-C30 (Sigma-Aldrich®). A
temperatura do cromatografo gasoso foi ajustada em 60 °C por 3 min, sendo entdo elevada em 2,5
°C min! até alcancar 240 °C e mantida nesta temperatura por 10 min. O fluxo de hélio foi mantido
em pressao constante de 100 kPa. A interface da espectrometria de massas foi definida em 200 °C
e 0s espectros de massa registrados em 70 eV (em modo EI) com uma velocidade de escaneamento
de 0,5 scan-s de m/z 20-350 (Santos et al. 2014). Os constituintes do 6leo essencial foram
quantificados através da Cromatografia Gasosa (CG) em um sistema Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA) Trace CG Ultra gas equipado com um detector de ioniza¢do por chama
(DIC), com uma coluna HB-5 (30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 um de espessura da pelicula). A
temperatura do forno foi mantida a 40 °C durante 2 min e depois aumentada a 4 °C min-1 para 230
°C. O injector e o detector foram mantidos a 250 °C. Para realizar a quantificacdo, 1 pL da solugéo
(2000 pg/mL) de cada 6leo essencial preparada em hexano foi injetada em splitless. A composi¢édo
de cada componente foi expressa na forma de percentagens da area total do pico conforme

registrado por GC-FID.
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Identificacio Quimica dos Oleos Essenciais. Os Indices de Retencdo (IR) de cada componente
dos oleos essenciais foram calculados segundo a equacdo de Van den Dool & Kratz (1963), de
acordo com os tempos de retencdo dos componentes da amostra de cada 6leo essencial, do padrao
de hidrocarboneto (C8-C30) e da combinacédo de cada 6leo essencial com a mistura deste padrao.
Os componentes de cada 6leo essencial foram previamente identificados por similaridade dos
valores dos indices de retencdo (IR) e posteriormente confirmados por comparacao dos respectivos
espectros de massa com aqueles disponiveis na biblioteca do GC/EM: MassFinder 4, NIST08 e
Wiley Registry™ 9th Edition e com os descritos por Adams (2009).

Teste de Fitotoxicidade. Objetivando avaliar a fitotoxicidade dos dleos essenciais de L. cubeba,
M. spicata, J. virginiana e M. alternifolia, realizou-se um ensaio preliminar, utilizando as
concentracdes de 2000 e 2500 mg/L dos Oleos essenciais, diluidos em agua destilada mais
Dimetilsulfoxido (DMSO) a 2%. Discos foliares de 4 cm de diametro foram confeccionados a partir
de plantas de algodé&o cultivar BRS. Estes foram submersos durante dez segundos nas concentracdes
dos Oleos essenciais e compostos e posteriormente colocados para secar sobre papel toalha. A
fitotoxicidade foi avaliada ap6s 60 mim da aplicagdo, a apartir das alteracdes visuais na coloracao
do tecido foliar, indicando ago fitotoxica (Cruz et al. 2015).

Teste por ingestdo. Para o teste de ingestao foi utilizado a concentragdo do 6leo essencial que ndo
apresentaram fitotoxicidade nas folhas de algod&o. Para isto, discos foliares de algodéao da cultivar
BRS safira com 4 cm de didmetro foram imersos na concentracdo de 2000 mg/L dos 6leos essencial
de L. cubeba, M. spicata, J. virginiana e M. alternifolia durante 10 s. Apds secos, os discos foram
ofertados a lagartas de 3° instar de A. argillacea. Como controle foi ofertado discos tratados com
agua destilada mais DMSO a 2%. As lagartas foram colocadas em placas de Petri (9 cm diametro
x 1,5 cm altura), agrupando-se 10 lagartas por placa, constituindo-se uma repeticao, sendo utilizado

um total de trés repeti¢Bes por tratamento. Apds 48 horas, avaliou-se a mortalidade das lagartas.
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Teste por contato tdpico. O teste por contato tdpico foi realizado com lagartas de 3° instar (7,07
mg). Os tratamentos consistiram na diluicdo dos Oleos essenciais em acetona, obtendo as
concentracgdes de 2, 3, 4, 5 e 6 mg/g do inseto para o 6leo de J. virginiana, 1,5, 2, 3, 4, 4,5 e 5 mg/g
do inseto para L. cubeba, 1, 2, 3, 4 e 5 mg/g do inseto para M. alternifolia, 1,5, 2, 2,6, 3, 4 e 5 mg/g
do inseto para M. spicata e a testemunha (acetona). Essas doses foram obtidas através de testes
preliminares objetivando obter mortalidade em torno de 5% e 95% para o estabelecimento das doses
definitivas. O bioensaio consistiu na aplicagdo 1,0 uL de cada concentracdo na regido protoracica
do inseto, empregando uma seringa Hamilton™ (50 pL). As lagartas foram colocadas em placas de
Petri (9 cm diametro x 1,5 cm altura), agrupando-se 10 lagartas por placa, constituindo-se uma
repeticdo, sendo utilizado um total de trés repeticdes por tratamento. As lagartas foram alimentadas
com folhas de algodéo cultivar BRS safira. Avaliou-se a toxicidade aguda dos 6leos essenciais pela
contagem de lagartas mortas 48 horas ap0s a instalacdo do experimento.

Bioensaio. Todos os experimentos foram realizados nas seguintes condi¢des: temperatura de 25,2
+ 1,4 °C; 67 £ 0,7% de UR e fotofase de 12 h. Lagartas de A. argillacea de 3? instar foram
submetidas a Dose letal DLsg dos 6leos essenciais de L. cubeba, M. spicata, J. virginiana e M.
alternifolia. As lagartas foram dividas em dois grupos: tratamento (6leo + acetona) e controle
(acetona). Em cada tratamento as lagartas receberam 1,0 uL da solucdo na regido protoracica com
0 auxilio de uma seringa de HamiltonTM (50 uL). Ap6s a aplicacdo topica as lagartas foram
individualizadas em potes de plastico de 80 mL, sendo alimentadas com folhas de algod&o cultivar
BRS safira, substituidas diariamente até a fase de pupa. No quinto dia ap0s a instalagdo do
experimento foi feito a pesagem das lagartas e as pupas foram pesadas 24 horas apos a formacao,
as quais foram sexadas e mantidas em tubos de vidro até a emergéncia dos adultos. Tambem foi
contabilizada a duragéo da fase larval (periodo compreendido entre a instalagdo do experimento até

a formacdo da pupa) e pupal. Para avaliacdo do peso e periodo larval e pupal, foram utilizadas dez
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repeticdes com cinco insetos cada, totalizando 50 insetos por tratamento. Para avaliar os parametros
reprodutivos (periodo de pré-oviposicao, oviposicao, pos-oviposicao, longevidade, total de ovos e
viabilidade dos ovos), dez casais de cada tratamento foram acondicionados em gaiola de PVC com
dimens@es 12 cm x 20 cm (didmetro e altura). Essas gaiolas foram revestidas internamente com
papel continuo, como substrato para oviposicdo, e alimentadas com solugdo de mel a 10%. As
posturas foram coletadas diariamente, contabilizadas e acondicionadas em placas de Petri (9 cm
didametro x 1,5 cm altura) para avaliacdo da viabilidade dos ovos.

Analise Histoldgica e Histoquimica das Gonadas de Alabama argillacea. Lagartas de A.
argillacea de 3? instar foram submetidas a DLso dos 6leos essenciais de L. cubeba, M. spicata, J.
virginiana e M. alternifolia. 48h ap0s a aplicacdo dos tratamentos, as lagartas foram imobilizadas
a temperatura de 4°C, dissecadas sob estereomicroscopio para retirada das génadas dos machos e
fémeas. Estas foram fixadas em formol 10% por 24h, e conservadas em alcool 70%. As gbnadas
foram desidratadas em banhos crescentes de alcool etilico (80, 90 e 100%), por 15 minutos cada,
embebidos em alcool+historesina (1:1) por 24h e posteriormente incluido em historesina Leica®©.
Seccdes de cortes de 5 um de espessura foram obtidos em micrétomo Leica© 2035. Os cortes foram
submetidos as técnicas de coloragdo pelo Azul de Toluidina. Com relacdo as analises histoquimicas
foram utilizados o acido periddico de Schiff (P.A.S.) para detec¢cdo de polissacarideos neutros
(Junqueira & Junqueira 1983) e Xylidine Ponceau para deteccdo de proteinas totais (Pearse 1960).
As andlises histologicas e histoquimicas foram realizadas utilizando-se microscépio de luz da marca
OLYMPUS BX-49, e fotografado em fotomicroscopio Leica© DM 500 e OLYMPUS BX-51. As
imagens foram capturadas e digitalizadas pelo software LAS Leica Image.

Quantificacdo Média de Polissacarideos Neutros e Proteinas Totais. Com o auxilio do programa
de editor de imagens GIMP 2.8 (GNU Image Manipulation Program, UNIX platforms) foram

convertidas as imagens digitais de histoquimica para uma escala de cinza, permitindo assim a
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mensuracdo dos valores de pixels referentes a marcacéo selecionada no tecido (Solomon 2009).
Para cada analise histoquimica utilizou-se trés laminas de individuos diferentes, sendo mensurados
quatro campos de cada lamina, totalizando 12 campos por grupo.

Analises estatistica. No teste de toxicidade por ingestdo, os dados de mortalidade foram
submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a 5% de significancia. Na obtencéo da curva
de toxicidade por contato tépico dos 0leos essenciais, 0s dados de mortalidade contabilizados as 48
horas apos a instalacdo do experimento foram submetidos a analise de probit através do programa
SAS PROC PROBIT. Para os parametros: peso de lagarta e pupa, periodo de oviposicao, total de
ovos e longevidade, os dados foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey HSD a 5% de significancia. Para avaliacdo dos periodos de lagarta, pupa, pré-
oviposicdo e pos-oviposicdo e viabilidade dos ovos, os dados foram submetidos ao teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis a 5% de significancia. Para os parametros histoquimicos, os dados
de polissacarideos neutros dos ovariolos foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey HSD a 5% de significancia. J& para proteinas totais e
polissacarideos neutros dos testiculos, os dados foram submetidos ao teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis a 5% de significancia. Todas as analises foram feitas utilizando o programa

estatistico SAS (SAS Institute, 2002).

Resultados
Anélises quimicas dos 6leos essenciais. Todos os compostos identificados nos 6leos essenciais séo
pertencentes ao grupo dos terpenos. Sendo que em L. cubeba, M. spicata e M. alternifolia mais de
92% dos constituintes sd0 monoterpenos, enquanto que em J. virginiana todos 0s constituintes
identificados (98,06%) s@o sesquiterpenos (Tabela 1). Os compostos majoritarios presentes nos oleos

essenciais sdo o carvona (75,41%) e limoneno (14,95%) em M. spicata; Geranial (44,68%), Neral
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(32,52%) e limoneno (9,93%) em L. cubeba; terpinen-4-ol (47,24%), y-terpineno (18,60%), a-
terpineno (8,77%) e a-terpineol (4,18%) em M. alternifolia e Z-thujopsene (31,94%), cedrol
(25,61%), a-cedrene (18,49%) e B-cedrene (4,31%), e em J. virginiana.

Fitotoxicidade dos 0Oleos essenciais. Os testes de fitotoxicidade dos 6leos essenciais de L. cubeba,
M. alternifolia, M. spicata e J. virginiana, mostraram que estes 6leos ndo apresentaram acao
fitotoxica na concentracao de 2000 mg/L do 6leo (Fig. 1). Entretanto, quando os discos foliares foram
submetidos a concentracdo de 2500 mg/L, todos os 6leos essenciais apresentaram fitotoxicidade.
Toxicidade de Gleos essenciais via ingestdo em Alabama argillacea. Os 06leos essenciais de L.
cubeba, M. alternifolia, M. spicata e J. virginiana ndo apresentaram toxicidade por ingestdo em
lagartas de terceiro instar de A. argillacea na concentracdo de 2000 mg/L dos Oleos essenciais
(x2=3,2308; P=0,5200). Doses acima desta ndo foram testadas devido a fitotoxicidade.

Toxicidade de 0Oleos essenciais via contato topico em Alabama argillacea. Os 6leos essenciais de
L. cubeba, M. alternifolia, M. spicata e J. virginiana apresentaram toxicidade para lagartas de 3°
instar de A. argillacea, com DLsp variando de 2,50 a 3,97 mg/g de inseto e DLgo de 4,46 a 6,71 mg/g
de inseto. O 6leo essencial de M. spicata apresentou as menores DLso € DLgo € uma maior razdo de
toxicidade em ambas as doses (Tabela 2).

Bioensaios. Todos os 6leos essenciais quando aplicado a DLsp via contato topico sobre lagartas de
terceiro instar de A. argillacea reduziram significativamente o peso das lagartas (F=20.48; p=0,0001)
e pupas (F=3,78; P=0,0098) quando comparadas ao controle (Tabela 3). O periodo larval (x*=7,6471;
P= 0,1054) e pupal (¥*=6,2216; P=0,1832) ndo diferiu do controle (Tabela 3). Em relacdo aos
parametros reprodutivos, apenas o Oleo essencial de J. virginiana afetou o peridodo de pré-
oviposicdo, aumentando-o em relacdo ao controle (x?=9,5977; P=0,0478) (Tabela 4). Enquanto

apenas o Oleo essencial de M. spicata reduziu a longevidade em relagdo ao controle (F=3,82;
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P=0,0093. Todos o0s 0leos essenciais testados, reduziram o nimero de ovos (F=5,51; P=0,0011) e a
viabilidade (y°=16,6116; P=0,0023) (Tabela 5).

Analise Histologica e Histoquimica das Gonadas de Alabama argillacea. Os ovariolos do controle
e dos tratados sdo revestidos com uma bainha de tecido conjuntivo, o oécito é circundado por células
foliculares e apresenta uma regido vitelaria bem desenvolvida. Entre os ovocitos sdo encontradas
células nutrizes, caracteristico de ovariolo meroistico politrofico (Fig. 2). Ndo foi observado
alteracdes morfologicas entre os ovariolos do tratamento em relacdo ao controle.

A analise histoguimica detectou reacdo positiva para Xylidine Ponceau nos ovariolos de
adultos do controle e dos tratamentos (Fig. 3. A-E). Mostrando uma reducdo nos teores de proteina
quando os insetos foram tratados com o Gleo de L. cubeba, J. virginiana e M. alternifolia
(x’=29,3544; P=0,0001) (Fig. 3. F). Na deteccéo de polissacaridios neutros por Acido Periodico de
Schiff (P.A.S.), tanto o controle como os tratamentos, apresentaram coloracdo positiva nos ovariolos
dos adultos (Fig. 4. A-E). Mostrando um aumento nos teores de polissacaridios neutros quando 0s
insetos foram tratados com L. cubeba e M. alternifolia (F=6,60; P=0,0002) (Fig. 4. F).

Os testiculos dos adultos de A. argillacea séo revestidos por um tecido conjuntivo, sendo
observado a presenca de cistos e espermatozoides. Nos testiculos tratados com J. virginiana, M.
spicata e M. alternifolia, observou-se espacos ndo preenchidos por espermatozoides (Fig 5. F, H e
J). Os testiculos dos insetos tratados com M. alternifolia se mostraram pouco desenvolvidos, além
de visivelmente, apresentar uma maior abundéncia de cistos e uma reducdo no tamanho da gonada
(Fig. 5. Ge H).

A analise histoquimica detectou reacdo positiva para Xylidine Ponceau nos testiculos de
adultos do controle e dos tratamentos (Fig. 6. A-E). Mostrando uma reducao nos teores de proteina
quando os insetos foram tratados com o Oleo de J. virginiana e M. alternifolia (}*=21,8028;

P=0,0002) (Fig. 6. F). Na detecc&o de polissacarideos neutros por Acido Periddico de Schiff (P.A.S.),
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tanto o controle como os tratamentos, apresentaram coloracao positiva nos testiculos dos adultos
(Fig. 7. A-E). Todos os tratamentos reduziram os teores de carboidratos neutros quando comparados

com o controle (y>=41,3557; P=0,0001) (Fig. 7. F).

Discusséo

Terpeno é o grupo mais abundante de compostos quimicos presentes nos 6leos essenciais, sendo
encontrados na forma de monoterpenos e sesquiterpenos (Modzelewska et al. 2005, Bakkali et al.
2008, Zuzarte & Salgueiro 2015). Esta caracteristica foi constatada no presente trabalho, no qual,
todos os compostos identificados foram pertencentes a este grupo.

Espécie de planta, condicGes edafoclimaticas e fitossanitarias sdo fatores que influenciam na
constitui¢do quimica dos 6leos essenciais, provocando uma varia¢do no nimero e quantidade relativa
de seus constituintes (Gobbo-Neto & Lopes 2007, Bakkali et al. 2008, Si et al. 2012). Estas variacfes
sdo observadas nos perfis quimicos do 6leo de M. spicata (Chauhan et al. 2009, Kizil et al. 2010,
Znini et al. 2011, Govindarajan et al. 2012), L. cubeba (Seo et al. 2009, Wang & Liu 2010), M.
alternifolia (Brophy et al. 1989, Benelli et al. 2013) e J. virginiana (Zhang & Yao 2018).

Os 6leos essenciais podem agir por contato, ingestdo e fumigacédo (Ko et al. 2009, Benelli et al.
2013, Dutra et al. 2016). Sendo que o modo de acdo é um fator importante a ser considerado para
uma maior eficicia de um 6leo; ja que os constituintes podem apresentar caracteristicas quimicas
como lipofilidade, varia¢gdes no tamanho, forma da molécula e no grupo funcional que influenciam
na capacidade de penetracdo, movimentacdo e interacdo com seus sitios alvos, e consequentemente,
na capacidade inseticida de um 6leo (Rice & Coats 1994, Pavela 2011, Castilhos et al. 2017).

Os constituintes dos 0leos podem atuar de forma distinta nos diferentes sistemas dos insetos,
possibilitando a obtencédo de vérias respostas biologicas (Isman 2000, Rattan 2010, Regnault-Roger

et al. 2012, Cruz et al. 2017). Mortalidade, reducéo no peso e periodo larval e pupal, alteracbes nos
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parametros reprodutivos tais como ndmero e viabilidade dos ovos, assim como, na morfologia e
histoquimicas das gonadas, sdo algumas das respostas observadas nos insetos, frente a um éleo
essencial (Cruz et al. 2015, Alves et al. 2014, Cruz et al. 2016).

Algumas dessas respostas tém sido relatadas para os 6leos utilizados na presente pesquisa;
Govindarajan et al. (2012) mostraram que 0 6leo essencial de M. spicata foi tdxico para larvas de
Anopheles stephensi Liston (CLso = 49,71 ppm), Aedes aegypti L. (CLso = 56,08 ppm) e Culex
quinquefasciatus Say (CLso = 62,62 ppm); estes autores obtiveram mortalidade acima de 96% para
estes insetos quando utilizaram a concentracdo de 125 ppm. Kedia et al. (2014) relataram que além
do 6leo de M. spicata apresentar atividade toxica para Callosobruchus chinensis (CLso= 0,003
puL/mL de ar), este 6leo provocou repeléncia, deterréncia a alimentacdo e oviposicdo, toxicidade para
ovo, larvas e pupas em diferentes concentracfes do 6leo. Pavela (2005) também relatou toxicidade
do dleo de M. spicata em lagartas de terceiro instar de Spopoptera littoralis (Boisduval) via contato
topico (DLso=0,092 pL/larva) e fumigacao (DLso=46,2 ml/m3).

Essa toxicidade sobre insetos, também é observada para os compostos majoritarios do éleo de
M. spicata; 0 composto carvona apresentou toxicidade para larvas de A. stephensi (CLso = 19,33
ppm), A. aegypti (CLso = 23,69 ppm) e C. quinquefasciatus (CLso = 25,47 ppm) (Govindarajan et al.
2012). Meisner et al. (1982) quando incorporaram 1% de (-)-carvona na dieta de Spodoptera
littoralis houve uma diminuicdo no peso e sobrevivéncia das lagartas, reducdo na formacéo de pupas,
além de uma baixa emergéncia de adultos. O limoneno, outro componente majoritario do 6leo de
M. spicata, apresentou atividade toxica a lagartas de terceiro instar de Spodoptera frugiperda (DLso
de 31,53 mg/g a insetos), via contato topico; além disso, este composto provocou uma reducao nos
teores de proteinas, lipidios, acucar total e glicogénio; alteracdo no periodo de oviposicao,
diminuicdo no numero de ovos e sobrevivéncia dos adultos, bem como, induziu apoptose nos

testiculos das lagartas (Cruz et al. 2017). Em Trichoplusia ni, o limoneno também apresentou
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toxicidade por contato topico (DLso= 427,3 pL/larva) sobre lagartas de terceiro instar. Assim como,
este composto se mostrou toxico para larvas de A. stephensi (CLso = 8,83 ppm), A. aegypti (CLsg =
12,01 ppm) e C. quinquefasciatus (CLso = 14,07 ppm) (Govindarajan et al. 2012).

M. alternifolia apresentou toxicidade a adultos de Ceratitis capitata (Wiedemann) por injestdo
(DLso de 0,269% do 0leo), fumigagdo (CLso de 2,239 pL oleo/L de ar) e contato (CLsode 0,117 pL
Oleo/cm? de papel filtro tratado) (Benelli et al. 2013). Seus compostos majoritarios Terpinen-4-ol e
a-terpineol sdo relatados por provocar toxicidade por contato topico em lagartas de quarto instar de
Spodoptera litura (Fabricius), apresentando DLso de 130,4 e 141,3 pg/larva, respectivamente
(Hummelbrunner & Isman 2001). O y-terpinene também apresentou toxicidade por contato topico
(DLso= 89 pL/larva) para lagartas de terceiro instar de S. littoralis (Pavela 2014).

Amer & Mehlhorn (2006) trabalhando com o 6leo essencial de J. virginiana, obtiveram
mortalidade de 100% para larvas de terceiro instar de A. aegypti 12 horas apés a aplicacdo de 50 ppm
do 6leo. Os compostos majoritarios thujopsene, a-cedrene e cedrol também s&o relatados por
provocar toxicidade por contato tépico sobre fémeas adultas de Culex pipiens pallens, apresentando
DLso de 4,5, 33,5 e 21,2 pg/inseto, respectivamente (Oda et al. 1977).

Estudos realizados por Jiang et al. (2009) mostraram que o 6leo essencial de L. cubeba, quando
administrado via contato topico, apresentou toxicidade para lagartas de Trichoplusia ni Hubner
(DLso de 112,4 pg/larva). Ko et al. (2009) avaliando o 6leo essencial desta mesma espécie de planta,
observaram toxicidade por contato tépico (DLso de 0,10 e 0,212 plL/larva) e fumigacdo (CLsp 92,46
e 549,57 uL/L) para adultos de Sitophilus zeamais Motschulsky e Tribolium castaneum (Herbst),
respectivamente. Neral e geranial s&o compostos majoritarios encontrado no o0leo de L. cubeba; em
alguns perfis quimicos de 0leos essenciais a presenca destes compostos tem sido referida como citral,
que é a mistura natural dos dois aldeidos isoméricos, no caso, neral (cis-citral) e geranial (trans-

citral) (Santin et al. 2009, Ho et al. 2010, Liao et al. 2015). O citral foi relatado por Tak et al. (2016)
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por apresentar toxicidade por contato topico (DLso de 135,9 pg/inseto) em lagartas de terceiro instar
edeT.ni.

Em insetos holometabolos, 0 sucesso reprodutivo é altamente dependente de uma nutricdo
adequada na fase imatura (Milano et al. 2010). Um inseto sob déficit nutricional, em decorréncia
de uma interrupc¢éo na alimentacgéo ou por dificuldades na absor¢édo e metabolizacdo dos nutrientes,
pode realocar nutrientes entre processos fisiologicos. Neste caso, trade-offs podem correr entre
reproducdo e defesas imunoldgicas (Schwenke et al. 2016), bem como, entre reproducdo e
longevidade (Blacher et al. 2017). Esta estratégia é importante jA que proteinas, lipidios,
carboidratos e glicogénio sdo fundamentais para um bom desempenho reprodutivo nos insetos. No
caso das proteinas, estas estdo diretemente envolvidas na sintese de horménio e enzimas,
importantes para o processo de vitelogénese; os lipidios além de ser fontes de reservas, estdo
associados a proteinas que atuam no transporte de hormonios; ja os carboidratos atuam no processo
previtelogénico enquanto que os aglcares atuam como reserva energética (Arrese et al. 2010,
Guizzo et al. 2012, Lima-Mendonca et al. 2014, Rosas-Mejia et al. 2015).

Neste caso, 0s Oleos essenciais e compostos quimicos podem interferir na absorcdo e
metabolismo dos nutrientes, e consequentemente, afetar a reproducdo destes insetos (Silva et al.
2016, Silva et al. 2017, Cruz et al. 2017). Alves et al. (2014), mostraram que o 6leo essencial de
pimenta longa (Piper hispidinervum C. DC.) afetou de forma negativa a espermatogénese, bem
como, provocou altera¢Ges na histoquimica dos ovariolos de Spodoptera frugiperda (JE Smith). Cruz
et al. (2015) relataram alteracGes na histoldgia e histoquimica das gbnadas de S. frugiperda,
resultando na reducéo da oviposicdo, quando utilizaram o 6leo essencial de cravo da india [Syzygium
aromaticum (L.) Merr. & Perry]. A reducdo da oviposicao de S. frugiperda, também foi observada
para os Oleos essenciais de Eucalyptus staigeriana F., Ocimum gratissimum L., e Foeniculum vulgare

Mill (Cruz et al. 2016).
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Os oleos essenciais de L. cubeba, M. alternifolia, M. spicata e J. virginiana apresentaram
toxicidade via contato tdpico em lagartas de terceiro isntar de A. argillacea. O 6leo de J. virginiana
foi o que apresentou a menor toxicidade na DLso entre os 6leos. Este fato pode esta relacionado a sua
constituicdo quimica, na qual, todos os constituintes identificados foram pertencentes aos
sesquiterpenos; diferentemente dos outros 6leos, nos quais, ha uma predominancia de monoterpenos
em sua constituicdo. Entretanto, este 6leo se mostrou promissor ao longo do desenvolvimento de A.
argillacea, por alterar diversos parametros bioldgicos e reprodutivos, inclusive, mais do que o 6leo
de M. spicata, que apresentou uma maior toxicidade na DLso,

Além disso, os 6leos essenciais afeteram os parametros histoquimicos com efeitos na ecloséo.
No caso de M. spicata, apesar deste ndo alterar os teores de carboidratos e proteinas no ovariolo, este
foi o Unico tratamento que afetou a longevidade, o0 que pode indicar uma tentativa de realocacao de
recursos nutricionais para o processo reprodutivo.

O presente trabalho mostrou que os 6leos essencias de M. spicata, L. cubeba, J. virginiana e M.
alternifolia afetaram os parametros bioldgicos e reprodutivos de A. argillacea, reduzindo o peso das
lagartas e pupas, nimero e viabilidade dos ovos, bem como, alteragdes na morfologia e histoquimica

das gbnadas de A. argillacea. Mostrando assim, alto potencial para o controle desta praga.
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Tabela 1. Composicdo quimica dos 0leos essenciais de Litsea cubeba, Melaleuca
alternifolia, Mentha spicata e Juniperus virginiana.

Litsea Melaleuca Mentha Juniperus

cubeba alternifolia spicata virginiana
N° Composto? LR® LR® % LR % I.LR. % ILR. %
1 o-Thujene 924 - - 924 0,51 - - - -
2 o-Pinene 932 930 0,77 930 193 930 0,58 - -
3 Camphene 946 944 0,19 - - - - -
4  Sabinene 969 971 049 971 0,24 970 0,18 - -
5 B-Pinene 974 - - 973 045 973 0,65 - -
6 Myrcene 988 990 052 990 0,36 990 0,42
7 a-Phellandrene 1002 - - 1003 0,30 - - - -
8 a-Terpinene 1014 - - 1014 8,77 - - - -
9 p-Cymene 1020 - - 1022 3,40 - - - -
10 o-Cymene 1022 - - - - 1023 0,28 - -
11 Limonene 1024 1026 9,93 1026 1,45 1026 14,95 - -
12 1,8-Cineole 1026 - - 1028 1,75 - - - -
13 Linalool 1095 1099 1,18 - - - - - -
14 Menthone 1148 - - - - 1153 0,92 - -
15 y-Terpinene 1054 - - 1057 18,60 - - - -
16 Citronellal 1158 1153 0,92 - - - - -
17 Isomenthone 1158 - - - - 1163 0,42 - -
18 Z-Isocitral 1160 1165 0,42 - - - - - -
19 Neomenthol 1161 - - - - 1171 1,78 - -
20 Terpinolene 1086 - - 1087 2,97 - - - -
21 (2)-p-Menth-2-en-1-0l 1118 - - 1120 0,18 - - - -
22 (E)-p-Menth-2-en-1-0l 1136 - - 1138 0,19 - - - -
23 Terpinen-4-ol 1174 1176 0,21 1177 47,24 1176 0,20 - -
24 (E)-Isocitral 1177 1183 0,46 - - - - - -
25 a-Terpineol 1186 1190 0,70 1189 4,18 1190 0,21 - -
26 (2)-Dihydrocarvone 1191 - - - - 1196 0,61 - -
27 Dihydro carveol 1192 - - - - 1193 0,30 - -
28 vy -Terpineol 1199 - - 1196 0,18 - - - -
29 Citronellol 1223 1229 0,42 - - - - - -
30 Neral 1235 1241 32,52 - - - - - -
31 Carvone 1239 - - - - 1244 75,41 - -
32 Geraniol 1249 1255 0,98 - - - - - -
33 Geranial 1264 1271 44,68 - - - - - -
34 dihydro-Linalool 1272 1281 1,69 - - - - - -

acetate

35 Menthyl acetate 1294 - - - - 1294 0,28 - -
36 2-epi-a-Funebrene 1380 - - - - - - 1379 0,13
37 a-Duprezianene 1387 - - - - - - 1384 0,34
38 B-Elemene 1390 1392 0,17 - - - - 1392 0,25
39 a-Chamipinene 1396 - - - - - - 1397 0,07
40 o-Funebrene 1402 - - - - - - 1401 0,11
41 Sesquithujene 1405 - - - - - - 1406 0,11




Tabela 1. Continuacéo.

42
43
44
45
46
47
48
49
50
o1
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

a-Gurjunene
a-Cedrene
(E)-Caryophyllene
B-Cedrene
(Z2)-Thujopsene
Isobazzanene
Aromadendrene
Myltayl-4(12)-ene
a-Himachalene
a-Humulene
allo-Aromadendrene
a-Acoradiene
B-Acoradiene
a-Neocallitropsene
E-Cadina-1(6),4-diene
-Chamigrene
ar-Curcumene
B-Selinene
(2)-B-Guaiene
Viridiflorene
B-Alaskene
a-Muurolene
B-Himachalene
a-Chamigrene
Cuparene
a-Alaskene
6-Cadinene
(E)-Cadina-1,4-diene
v-Cuprenene
d-Cuprenene
Allocedrol
Caryophyllene oxide
Globulol
(2)-dihydro-Mayurone
Cedrol

Epi-cedrol
a-Acorenol
B-Acorenol
Himachalol
3-Thujopsanone
7-epi-a-Eudesmol
8-Cedren-13-ol
Mayurone
(2)-Thujopsenal
Cedryl acetate

1409
1410
1417
1419
1429
1436
1439
1445
1449
1452
1458
1464
1469
1474
1475
1476
1479
1489
1492
1496
1498
1500
1500
1503
1504
1512
1522
1533
1533
1542
1589
1582
1590
1595
1600
1618
1632
1636
1652
1653
1662
1688
1703
1708
1767

1420 1,52 1420 0,89

1413

1421
1432
1437

1450
1454

1465
1468
1472

1478
1484
1487

1496

1501
1504
1506
1514
1524

1533
1544
1591

1596
1603
1615
1632
1636
1649
1652
1660
1692
1708
1706
1766

18,49

4,31

31,94

0,12

0,55
0,09

0,61
0,45
0,20

1,48
0,28
0,44

0,69

2,95
0,93
2,15
1,31
1,04

0,48
0,24
0,23

0,07

25,61

0,30
0,58
0,37
0,11
0,43
0,07
0,09
0,11
0,16
0,17




Tabela 1. Continuacéo.

Monoterpenos 11,9 38,98 17,06 -
Monoterpenos 84,18 53,72 80,13 -
oxigenados

Sesquiterpenos 1,83 5,82 0,89 69,76
Sesquiterpenos 0,22 0,17 - 28,3
oxigenados

Total 98,13 98,69 98,08 98,06

® Constituintes listados em ordem de eluicdo na coluna apolar DB-5;
b Indices de retencdo de Kratz da literatura (Adams, 2009);
¢Indices de retencdo de Kratz calculados através dos tempos de retencdo em relacdo aos da série

de n-alcanos (Cs-Czs);
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Tabela 2. Toxicidade dos 6leos essenciais de Litsea cubeba, Melaleuca alternifolia, Mentha

spicata e Juniperus virginiana em lagartas de 3° instar de Alabama argillacea por contato topico.

Inclinagdo DLso* DLgo 5
Tratamentos N? GLz2 da reta (IC95%)° RTs®  (IC 95%) RTeo X
(xEP) (mg/g) (mg/g)
Juniperus virginiana 150 3 5,69+0,83 3,97 - 6,66 1,00 4,45
(3,60-4,38) (5,77-8,45)
Melaleucaalternifolia 150 3 4,04+0,60 2,82 1,40 5,85 1,14 2,64
(2,44-3,23) (4,80-8,15)
Litsea cubeba 180 4 4,65+0,99 3,56 1,11 6,71 - 8,83
(2,77-4,79) (4,92-18,99)
Mentha spicata 180 4 5,08+0,70 2,50 1,58 4,46 150 3,69
(2,24-2,75) (3,88-5,56)

IN= ntimero de insetos usados no teste; GL?= grau de liberdade; EP 3= erro padrdo da média; DL*=
Dose letal (mg/g de inseto), IC® = intervalo de confianga; RT® = razéo de toxicidade; y?>= Qui-
quadrado.
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Tabela 3. Parametros Bioldgicos de Alabama argillacea, cujas lagartas de 3° instar foram
tratadas com a DLso dos 0leos essenciais de Litsea cubeba, Melaleuca alternifolia, Mentha spicata

e Juniperus virginiana por contato topico.

Pardmetros Biol6gicos

Tratamentos Peso Larval Perfodo Larval Peso de Pupa Periodo de Pupa
(9)* (dias)* (9)* (dias)*
Controle 0,20 £ 0,006 a 10,2+ 0,35a 0,14 £ 0,004 a 7,4+ 0,17 a
Juniperus 0,10+ 0,004 b 10,3+0,40 a 0,13+ 0,002 b 7,5+ 0,18 a
virginiana
Litsea cubeba 0,12+0,010 b 9,7£0,27a 0,13+ 0,002 b 7,7£091a
Mentha spicata 0,12 + 0,010 b 9,0£0,25a 0,13 +0,003 b 7,0£0,09 a
Melaleuca 0,13+ 0,004 b 94+£0,37a 0,13 £ 0,004 b 7,3 0,09 a
alternifolia
F=20.48 v>=7,6471 F=3,78 ¥?=6,2216
P=0,0001 P=0,1054 P=0,0098 P=0,1832

1Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem significativamente pelo teste de Tukey

ou Kruskal-Wallis a 5% de segnificancia.
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Tabela 4. Parametros reprodutivos de Alabama argillacea, cujas lagartas de 3° instar foram
tratadas com a DLso dos 0leos essenciais de Litsea cubeba, Melaleuca alternifolia, Mentha spicata

e Juniperus virginiana por contato topico.

Parametros Bioldgicos

Tratamentos Periodo de Periodo de Periodo de Pos- Longevidade
Pré-oviposicao Oviposicéo 0viposi¢éo (dias)?
(dias)* (dias)t (dias)*
Controle 3,7+£0,73a 12,0+ 0,98 a 3,3+0,58a 198+121a
Juniperus 6,5+0,73b 11,0+0,74a 19+£0,52a 19,3+0,90 a
virginiana
Litsea cubeba 53+0,65ab 10,5+ 1,17 a 2,0£0,73 a 16,9+ 1,49 ab
Mentha spicata 45+0/48a 99x14l1a 19+0,48a 140+091b
Melaleuca 45+050a 126+13la 30+x105a 18,4+1,35ab
alternifolia
¥?=9,5977 F=0,92 ¥?=4,1825 F=3,82
P=0,0478 P=0,4628 P=0,3819 P=0,0093

1Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem significativamente pelo teste de Tukey
ou Kruskal-Wallis a 5% de segnificancia.
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Tabela 5. Média do numero e viabilidade de ovos de Alabama argillacea, cujas lagartas de 3°
instar foram tratadas com a DLso dos 6leos essenciais de Litsea cubeba, Melaleuca alternifolia,

Mentha spicata e Juniperus virginiana por contato topico.

Parametros Bioldgicos

Tratamentos

Numero de Ovost Viabilidade dos ovos (%)*
Controle 673,1+61,79a 80,8+2,71a
Juniperus virginiana 322,9+48,36 b 51,4 £ 10,36 bc
Litsea cubeba 362,5+53,79b 655+4,49Db
Mentha spicata 367,5+59,40 b 49,6 £6,61c
Melaleuca alternifolia 391,5+7514 b 41,2+8,06 c

F=5,51 P=0,0011 ¥*=16,6116 P=0,0023

IMédias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem significativamente pelo teste deTukey

ou Kruskal-Wallis a 5% de segnificancia.
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M. alternifolia (2000 mg/L) M. alternifolia (2500 mg/L)

M. spicata (2000 mg/L) M. spicata (2500 mg/L)

J. Virginiana (2000 mg/L) J. Virginiana (2500 mg/L)

L. Cubeba (2000 mg/L) L. Cubeba (2500 mg/L)

Figura 1. Fitotoxicidade dos 6leos essenciais de Litsea cubeba, Melaleuca alternifolia, Mentha
spicata e Juniperus virginiana sobre folhas de algodao cultivar BRS safira nas concentracoes de

2000 mg/L e 2500 mg/L dos 6leos.
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Figura 2. Ovariolos de adultos de Alabama argillacea, cujas lagartas de terceiro instar foram
tratadas, por contato topico, com a Dose Letal 50 (DLso) dos 6leos essenciais de Litsea cubeba,
Juniperus virginiana, Melaleuca alternifolia e Mentha spicata. A e B, controle. C e D, L. cubeba.
E e F, J. virginiana. G e H, M. alternifolia. | e J, M. spicata. Coloracdo Azul de Toluidina. Vitelo
(Vi); células nutrizes (Cn); ceélulas foliculares (ponta da seta); bainha de revestimento de tecido
conjuntivo (seta longa).
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Figura 3. Histoquimica dos ovariolos de adultos de Alabama argillacea, cujas lagartas de terceiro
instar foram tratadas, por contato tépico, com a Dose Letal 50 (DLso) dos 6leos essenciais de Litsea
cubeba, Juniperus virginiana, Melaleuca alternifolia e Mentha spicata. A, controle. B, L. cubeba.
C, J. virginiana. D, M. alternifolia. E, M. spicata. F, quantidade de pixels para proteinas totais
(média £ EP). Coloragdo com Xylidine Ponceau. Barras seguidas da mesma letra ndo diferem entre

si pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de significancia. Vitelo (Vi).
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Figura 4. Histoquimica dos ovariolos de adultos de Alabama argillacea, cujas lagartas de terceiro
instar foram tratadas, por contato topico, com a Dose Letal 50 (DLso) dos 6leos essenciais de Litsea
cubeba, Juniperus virginiana, Melaleuca alternifolia e Mentha spicata. A, controle. B, L. cubeba.
C, J. virginiana. D, M. alternifolia. E, M. spicata. F, quantidade de pixels para Polissacarideos
neutros (média + EP). Coloracéo com &cido periddico de Schiff (P.A.S.). Barras seguidas da mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Vitelo (Vi)
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Figura 5. Testiculos de adultos de Alabama argillacea cujas lagartas de terceiro instar foram
tratadas, por contato topico, com a Dose Letal 50 (DLso) dos 6leos essenciais de Litsea cubeba,
Juniperus virginiana, Melaleuca alternifolia e Mentha spicata. A e B, controle. C e D, L. cubeba.
E e F, J. virginiana. G e H, M. alternifolia. 1 e J, M. spicata. Coloracdo Azul de Toluidina.
Espermatozoides (Es); cistos (C); espagos ndo preenchidos com espermatozoides (*); revestimento
de tecido conjuntivo (setas longas).
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Figura 6. Histoquimica dos testiculos de adultos de Alabama argillacea, cujas lagartas de terceiro
instar foram tratadas, por contato topico, com a Dose Letal 50 (DLso) dos 6leos essenciais de Litsea
cubeba, Juniperus virginiana, Melaleuca alternifolia e Mentha spicata. A, controle. B, L. cubeba.
C, J. virginiana. D, M. alternifolia. E, M. spicata. F, quantidade de pixels para proteinas totais
(média £ EP). Coloragdo com Xylidine Ponceau. Barras seguidas da mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de significancia. (Es) espermatozoide.
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Figura 7. Histoquimica dos testiculos de adultos de Alabama argillacea, cujas lagartas de terceiro
instar foram tratadas, por contato topico, com a Dose Letal 50 (DLso) dos 6leos essenciais de Litsea
cubeba, Juniperus virginiana, Melaleuca alternifolia e Mentha spicata. A, controle. B, L. cubeba.
C, J. virginiana. D, M. alternifolia. E, M. spicata. F, quantidade de pixels para polissacarideos
neutros (média + EP). Coloracdo com acido periddico de Schiff (P.A.S.). Barras seguidas da mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de significancia. (Es) espermatozoide.
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CAPITULO 5

CONSIDERACOES FINAIS

As antenas de Alabama argillacea (Hibner) (Lepidoptera: Erebidae) apresentam sete tipos
de sensilas, sendo estas: sensilas trichodea, chaetica, auricillica, coeloconica, styloconica,
basiconica e Bohm bristles. As sensilas podem apresentar variagdes morfométricas entre machos e
fémeas e entre as regides proximal e distal das antenas.

Atraveés das sensilas quimiorreceptoras, 0s insetos podem detectar substancias quimicas de
plantas com acdo atrativa ou repelente. Neste caso, 0s 6leos essenciais podem apresentar efeitos no
comportamento dos insetos, ocasionando principalmente atividades deterrentes. Este tipo de
atividade foi observado para o 6leo essencial de Mentha spicata L., no qual, apresentou uma
deterrencia a oviposi¢do sobre A. argillacea. Quando se fez o rastreio, através da técnica de
Cromatografia gasosa acoplada a deteccdo eletroantenografica, dos constituintes que podem estar
envolvidos nesta atividade do 6leo de M. spicata, trés compostos provocaram uma despolarizacao
das antenas das fémeas de A. argillacea, sendo estes o limoneno, carvona e E-cariofileno. Nos
biotestes com os trés compostos, somente o limoneno provocou um a¢do deterrente a oviposicao,
indicando que a bioatividade apresentada pelo 6leo de M. spicata a A. argillacea, pode se dar pela
acdo deste composto.

Além das atividades comportamentais observada nos 6leos essenciais, estes compostos
podem exercer toxicidade nos insetos, afetando o seu desenvolvimento e reproducéo. Esta atividade
toxica foi observada em lagartas de terceiro instar de A. argillacea, quando estas foram submetidas,
via contato tépico, aos 6leos essenciais de M. spicata, Litsea cubeba (Lour.) Pers., Melaleuca

alternifolia Cheel e Juniperus virginiana L. Além disso, estes 6leos provocaram uma redugdo no
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peso das lagartas e pupas, reducdo no numero e viabilidade dos ovos e alteracfes na histoquimica
dos testiculos, sendo que M. alternifolia, J. virginiana e M. spicata afetaram a sua morfologia. Os
ovariolos apresentaram uma reducao nos teores de proteina quando os insetos foram tratados com
0 Oleo de L. cubeba, J. virginiana e M. alternifolia e um aumento nos teores de polissacaridios
neutros quando os insetos foram tratados com L. cubeba e M. alternifolia.

Os Oleos essenciais e compostos quimicos sdo uma alternativa promissora para o controle
de pragas, por apresentar bioatividade no comportamento dos insetos, bem como, por interferir no
desenvolvimento e reproducdo destes organismos. No caso da cotonicultura, esta forma de controle
pode contribuir nos sistemas sustentaveis, como o cultivo organico, que ainda representa uma
pequena parcela na producdo dessa commodity, mas com expectativas de crescimento de mercado.
Entretanto, é importante que mais estudos sejam feitos com éleos e seus compostos a nivel de
campo, bem como, em relacdo a formulac6es, afim de otimizar o uso destes produtos em condicdes

de campo.
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